Einfluss verschiedener Kardioplegielösungen auf die Niere in einem kardialen Ischämie-Reperfusions-Modell by Feirer, Nina Johanna
 
Einfluss verschiedener Kardioplegielösungen auf die Niere in 





zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med.  
 
an der Medizinischen Fakultät  







eingereicht von: Nina Johanna Feirer  




angefertigt am:  Herzzentrum Leipzig,  




Betreuer:  Prof. Michael A. Borger, MD PhD 























1 Einführung .................................................................................................................. 1 
1.1 Entwicklung und Bedeutung der extrakorporalen Zirkulation in der Herzchirurgie ............ 1 
1.2 Kardioplegie und kardioplegische Lösungen ..................................................................... 1 
1.3 Eigenschaften der verwendeten Kardioplegielösungen ..................................................... 3 
1.3.1 Custodiol® ....................................................................................................................... 3 
1.3.2 Custodiol® N .................................................................................................................... 4 
1.3.3 Custodiol® plus Ciclosporin A .......................................................................................... 6 
1.4 Pathophysiologie der Schädigung durch extrakorporale Zirkulation ................................. 6 
1.5 Akute Nierenschädigung bei herzchirurgischen Operationen ............................................ 7 
1.5.1 Definition und Inzidenz der akuten Nierenschädigung ................................................... 7 
1.5.2 Assoziation der intraoperativen Nierenschädigung mit Mortalität ................................ 8 
1.5.3 Pathophysiologie der akuten Nierenschädigung ............................................................. 8 
1.5.4 Biomarker einer akuten Nierenschädigung ................................................................... 10 
1.5.5 Ansätze zur Prävention einer akuten Nierenschädigung .............................................. 11 
2 Fragestellung und Zielsetzung ................................................................................... 12 
3 Materialien und Methoden ....................................................................................... 13 
3.1 Materialien und Geräte .................................................................................................. 13 
3.2 Versuchstiere ................................................................................................................. 16 
3.3 Studiendesign ................................................................................................................. 16 
3.4 Versuchsablauf ............................................................................................................... 17 
3.4.1 Anästhesie, Beatmung und Medikation ........................................................................ 17 
3.4.2 Operative Vorbereitung und Äquilibrierungsphase ...................................................... 20 
3.4.3 Einleitung der Kardioplegie ........................................................................................... 20 
3.4.4 Extrakorporale Zirkulation mit Herz-Lungen-Maschine – Ischämiephase ..................... 20 
3.4.5 Reperfusionsphase ........................................................................................................ 21 
3.4.6 Intraoperatives Monitoring ........................................................................................... 21 
3.4.7 Probenentnahme und Konservierung ........................................................................... 22 
3.5 Probenaufbereitung ....................................................................................................... 23 
3.5.1 Histologie ...................................................................................................................... 23 
3.5.2 Proteinextraktion von Nierengewebe in RIPA-Puffer .................................................... 24 
3.5.3 Proteinextraktion von Nierengewebe in Proteasepuffer .............................................. 24 
3.5.4 Proteinkonzentrationsbestimmung von Nierengewebelysaten .................................... 25 
3.6 Hämatoxylin-Eosin-Färbung ............................................................................................ 26 
3.7 Immunhistochemie ........................................................................................................ 26 
3.8 Analyse der histologischen Präparate ............................................................................. 28 
3.9 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) .......................................................... 28 
3.10 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ............................... 30 
3.11 Western Blot .................................................................................................................. 32 
3.11.1 Blotting .......................................................................................................................... 32 
3.11.2 Applikation der Antikörper ............................................................................................ 33 
3.11.3 Chemilumineszenzdetektion ......................................................................................... 34 
3.11.4 Stripping und Blocken einer Membran ......................................................................... 34 
3.11.5 Referenzprotein und densitometrische Auswertung .................................................... 35 
 II 
3.12 Enzymaktivitätsbestimmungen ....................................................................................... 35 
3.12.1 NADPH-Oxidase ............................................................................................................. 36 
3.12.2 Superoxiddismutase (SOD) ............................................................................................ 36 
3.12.3 Katalase ......................................................................................................................... 37 
3.13 Statistische Analysen ...................................................................................................... 38 
4 Ergebnisse ................................................................................................................. 39 
4.1 Gruppencharakteristika und Hämodynamik ................................................................... 39 
4.2 Hämoglobinkonzentration .............................................................................................. 41 
4.3 Laktatkonzentration ....................................................................................................... 42 
4.4 Elektrolyte ...................................................................................................................... 43 
4.4.1 Natrium ......................................................................................................................... 43 
4.4.2 Kalium ............................................................................................................................ 43 
4.4.3 Calcium .......................................................................................................................... 44 
4.4.4 Chlorid ........................................................................................................................... 45 
4.5 Histologische Veränderungen ......................................................................................... 46 
4.5.1 Histologie der Glomeruli ............................................................................................... 46 
4.5.2 Histologie der proximalen Tubuli .................................................................................. 48 
4.6 Translokation des Hypoxie-induzierten Faktors 1a (HIF-1a) ........................................... 49 
4.7 Expression von Nitrotyrosin ........................................................................................... 50 
4.8 Quantifizierung von Enzymaktivitäten ............................................................................ 51 
4.8.1 Aktivität der NADPH-Oxidase ........................................................................................ 51 
4.8.2 Aktivität der Superoxiddismutase ................................................................................. 52 
4.8.3 Aktivität der Katalase .................................................................................................... 53 
4.9 Quantifizierung von Biomarkern einer Nierenschädigung im Serum ............................... 53 
4.9.1 Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) ................................................. 53 
4.9.2 Fettsäurebindungsprotein 1 (FABP-1) ........................................................................... 54 
4.9.3 Cystatin C ....................................................................................................................... 55 
4.10 Induktion der Caspase-abhängigen Apoptose ................................................................. 55 
4.10.1 Expression von Cytochrom C in Nierengewebe ............................................................ 55 
4.10.2 Konzentration von Cytochrom C im Nierengewebe ...................................................... 56 
4.11 Induktion der Caspase-unabhängigen Apoptose ............................................................. 57 
4.11.1 Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) ............................................ 57 
4.11.2 Expression des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) im Nierengewebe ................... 58 
5 Diskussion ................................................................................................................. 60 
5.1 Pathophysiologie der akuten Nierenschädigung im Rahmen von herzchirurgischen 
Eingriffen ................................................................................................................................... 60 
5.2 Evaluation der akuten Nierenschädigung im Rahmen von herzchirurgischen Eingriffen 
durch Transfer in ein Großtiermodell ......................................................................................... 61 
5.3 Elektrolyt- und Hämoglobinkonzentrationen im zeitlichen Verlauf ................................. 62 
5.4 Hypoxie und Zellschädigung ........................................................................................... 63 
5.5 Oxidativer und nitrosativer Stress .................................................................................. 65 
5.6 Apoptose ........................................................................................................................ 66 
5.7 Limitationen ................................................................................................................... 66 
5.8 Fazit und Ausblick ........................................................................................................... 67 
 III 
6 Zusammenfassung .................................................................................................... 69 
7 Literaturverzeichnis ................................................................................................... 71 
8 Anlagen ..................................................................................................................... 80 
9 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit ............................................. 84 
10 Lebenslauf ............................................................................................................. 85 
11 Publikation ............................................................................................................ 87 
12 Vorträge ................................................................................................................ 87 






Abb. 1: Überblick der Effekte von Custodiol® N im Ischämie-Reperfusions-Modell ................. 5 
Abb. 2: Studiendesign des Ischämie-Reperfusions-Versuchs ................................................. 17 
Abb. 3: Schematischer Ablauf eines indirekten Sandwich-ELISAs .......................................... 29 
Abb. 4: Schematischer Aufbau eines Semi-Dry Western Blots ............................................... 33 
Abb. 5: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies ..................................................................... 35 
Abb. 6: Hämoglobinkonzentration .......................................................................................... 41 
Abb. 7: Laktatkonzentration ................................................................................................... 42 
Abb. 8: Natriumkonzentration ................................................................................................ 43 
Abb. 9: Kaliumkonzentration .................................................................................................. 44 
Abb. 10: Calciumkonzentration. ............................................................................................. 45 
Abb. 11: Chloridkonzentration. ............................................................................................... 46 
Abb. 12: Exemplarische Darstellung von Hämatoxylin-Eosin-gefärbten Glomeruli ................ 46 
Abb. 13: Flächen von Glomeruli, Bowman-Kapseln und Kapillarknäueln ............................... 47 
Abb. 14: Spaltbreiten zwischen Kapillarknäuel und Bowman-Kapsel ..................................... 48 
Abb. 15: Exemplarische Darstellung Hämatoxylin-Eosin-gefärbter proximaler Tubuli ........... 48 
Abb. 16: Zellhöhe und Durchmesser proximaler Tubuli ......................................................... 49 
Abb. 17: HIF-1α-Translokation in Nephronstrukturen ............................................................ 49 
Abb. 18: Immunhistochemische Analyse von Hypoxie-induziertem Faktor 1a (HIF-1a) ........ 50 
Abb. 19: Nitrotyrosinexpression in Nierengewebe. ................................................................ 50 
Abb. 20: Immunhistochemische Analyse der Nitrotyrosinexpression .................................... 51 
Abb. 21: NADPH-Oxidase-Aktivität in Nierengewebe ............................................................. 52 
Abb. 22: Aktivität der Superoxiddismutase in Nierengewebe ................................................ 52 
Abb. 23: Aktivität der Katalase in Nierengewebe ................................................................... 53 
Abb. 24: Konzentration von Neutrophilengelatinase-assoziiertem Lipocalin (NGAL) ............ 54 
Abb. 25: Konzentration von Fettsäurebindungsprotein 1 (FABP-1) ........................................ 54 
Abb. 26: Konzentration von Cystatin C ................................................................................... 55 
Abb. 27: Repräsentative Western-Blot-Banden von Cytochrom C und GAPDH ..................... 56 
Abb. 28: Expression von Cytochrom C im Nierengewebe im Verhältnis zu GAPDH ............... 56 
Abb. 29: Konzentration von Cytochrom C .............................................................................. 57 
Abb. 30: AIF-Translokation in Nephronstrukturen .................................................................. 57 
Abb. 31: Immunhistochemische Analyse der AIF-Translokation ............................................ 58 
Abb. 32: Repräsentative Western-Blot-Banden von AIF und GAPDH ..................................... 58 
Abb. 33: Expression Apoptose-induzierender Faktor (AIF) im Verhältnis zu GAPDH ............. 59 
Abb. 34: Vollständige Proteinbanden Western Blot Apoptose-induzierender Faktor. ........... 83 





Tab. 1: Regionale Unterschiede beim Einsatz von Kardioplegielösungen ................................. 2 
Tab. 2: Zusammensetzung von Custodiol® und Custodiol® N ................................................... 3 
Tab. 3: Geräte .......................................................................................................................... 13 
Tab. 4: Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien ....................................................................... 14 
Tab. 5: Chemikalien ................................................................................................................. 15 
Tab. 6: Software ...................................................................................................................... 15 
Tab. 7: Beatmungsparameter .................................................................................................. 18 
Tab. 8: Verwendete Medikamente und Infusionslösungen .................................................... 19 
Tab. 9: Protokoll für die Gewebeeinbettung ........................................................................... 23 
Tab. 10: Zusammensetzung RIPA-Lysepuffer .......................................................................... 24 
Tab. 11: Zusammensetzung Proteasepuffer ............................................................................ 25 
Tab. 12: Verdünnungsschema für BSA-Standardverdünnungsreihe ....................................... 25 
Tab. 13: Primärantikörper für die Immunhistochemie ............................................................ 27 
Tab. 14: Sekundärantikörper für die Immunhistochemie ....................................................... 27 
Tab. 15: Verwendete ELISA-Kits .............................................................................................. 30 
Tab. 16: Zusammensetzung der Puffer für die Gelelektrophorese ......................................... 31 
Tab. 17: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel für die Gelelektrophorese ........... 31 
Tab. 18: Zusammensetzung von Puffern und Lösungen für Western Blot .............................. 32 
Tab. 19: Antikörper für den Western Blot ............................................................................... 34 
Tab. 20: Zusammensetzung Relaxing-Basispuffer ................................................................... 37 
Tab. 21: Arbeitslösung für die SOD-Aktivitätsbestimmung ..................................................... 37 
Tab. 22: Parameter der Versuchstiere am Ende der Äquilibrierungsphase ............................ 39 
Tab. 23: Parameter der Versuchstiere am Ende der Reperfusionsphase ................................ 40 
Tab. 24: Merkmale der proximalen Tubuli .............................................................................. 80 
Tab. 25: Merkmale von Glomeruli und Bowman-Kapseln ....................................................... 80 
Tab. 26: AIF-positive Zellkerne in immunhistochemischer Färbung ....................................... 80 
Tab. 27: HIF-1a-positive Zellkerne in immunhistochemischer Färbung .................................. 81 
Tab. 28: Nitrotyrosin-positive Zellen in immunhistochemischer Färbung .............................. 81 






A. dest. destilliertes Wasser 
Abb. Abbildung 




AIF Apoptose-induzierender Faktor 
AKI acute kidney injury, akute Nierenschädigung 
AKICS acute kidney injury following cardiac surgery 
AKIN Acute Kidney Injury Network 
ANOVA analysis of variance 




AU arbitrary units 
Bad Bcl-2-Antagonist of Cell Death 
Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer 
Bax Bcl-2-associated X protein 
BCA bicinchoninic acid, Bicinchoninsäure 
Bcl-2 B-cell-lymphoma-2 
BSA bovines Serumalbumin 
CABG coronary artery bypass graft, Koronararterien-Bypass 
CiPRICS Cyclosporine to Protect Renal Function in Cardiac Surgery 
CKMB muscle-brain creatinkinase 
Co. KG Compagnie Kommanditgesellschaft 
CsA Ciclosporin A 
DNS Desoxyribonukleinsäure 




EKZ extrakorporale Zirkulation 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 
et al. et alii, und andere 
FABP-1 fatty acid binding protein, Fettsäurebindungsprotein 1 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
geb. geboren 
GEDV globales enddiastolisches Volumen 
GFR glomeruläre Filtrationsrate 





HIF-1a Hypoxie-induzierter Faktor 1a 








IMM innere Mitochondrienmembran 
IPPV Beatmung mit intermittierend positivem Druck 
KDIGO Kidney Disease: Improving Global Outcomes 
KG Körpergewicht 
KIM-1 kidney injury molecule 1 
LK-614 [1-(N-hydroxy-N-methylcarbamide)-3,4-dimethoxybenzol] 
Ltd. Limited 
MAD mittlerer arterieller Druck 
mmHg Millimeter Quecksilbersäule 
mPTP mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore 
NADPH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase 
NGAL Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PEEP positiver endexspiratorischer Druck 
PiCCO® Pulse Contour Cardiac Output 
PIP inspiratorischer Spitzendruck 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
RIFLE risk, injury, failure, loss, end stage 
RIPA Radioimmunopräzipitationsassay 
RIPC remote ischaemic preconditioning, distale ischämische Präkonditionierung  
RNS reactive nitrogen species, reaktive Stickstoffspezies 
ROS reactive oxygen species, reaktive Oxygenspezies 
RR sys/dia systolischer/diastolischer Blutdruck 
s.c. subcutan 
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 
SIRS systemisches inflammatorisches Response-Syndrom 
SOD Superoxiddismutase 
SVRI systemischer vaskulärer Widerstandsindex 
Tab. Tabelle 
TBS-T tris buffered saline with Tween20 (Tris-gepufferte Kochsalzlösung) mit Tween20 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
Ti:Te Inspirationszeit im Verhältnis zur Exspirationszeit 
TIVA totale intravenöse Anästhesie 
TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 
U Unit 
USA United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
Vol.-% Volumenprozent 
Vt Atemzugvolumen 
ZVD zentraler Venendruck 
ZVK zentraler Venenkatheter 
  
 VIII 
V Erklärung über Interessenskonflikte 
 





1.1 Entwicklung und Bedeutung der extrakorporalen Zirkulation in der 
Herzchirurgie 
 
Die Anfänge der Herzchirurgie im heutigen Sinne – das Operieren bei Herzstillstand und unter 
direkter Sicht – gehen zurück auf Pionierarbeiten in der ersten Hälfte des letzten 
Jahrhunderts.1 So arbeitete John H. Gibbon ab 1931 zwei Jahrzehnte lang an der Entwicklung 
von Herz-Lungen-Maschinen und führte 1953 die erste erfolgreiche Operation am offenen 
Herzen mithilfe einer extrakorporalen Zirkulation (EKZ) zur Korrektur eines 
Atriumseptumdefekts durch.2–4 In Deutschland gelang Rudolf Zenker 1958 in Marburg die 
erste erfolgreiche Operation mit EKZ, wobei er einen Ventrikelseptumdefekt und eine 
Pulmonalklappenstenose korrigieren konnte.3 Dies war der Beginn einer raschen Verbreitung 
herzchirurgischer Eingriffe in ganz Deutschland.1 Heute werden in Deutschland jährlich über 
100.000 kardiochirurgische Operationen durchgeführt.5 Die EKZ spielt hier eine entscheidende 
Rolle.  
Der Einsatz von EKZ hat jedoch auch organschädigende Effekte. Schon eine geringe 
Funktionseinschränkung des Myokards kann zu erhöhter Morbidität und Mortalität führen.6 
Eine intraoperative Myokardprotektion ist daher notwendig und erfolgt heute über 
verschiedene Maßnahmen: so trägt beispielsweise eine moderate Hypothermie (28 °C) durch 
die Anregung antiinflammatorischer Zytokine zur Myokardprotektion bei.7 Zudem ist eine 
moderate Hypothermie mit einer geringeren Organschädigung assoziiert als Normothermie.8 
Ein weiterer Faktor ist der Blutfluss der EKZ. Ein pulsatiler Fluss weist im Vergleich zu einem 
nicht-pulsatilen Fluss einen organprotektiven Effekt auf.9 Den größten Einfluss auf die 
Myokardprotektion hat jedoch die Kardioplegie. Daher ist der Einsatz einer zuverlässigen 
Kardioplegielösung und eine adäquate Kardioplegie wichtig für eine erfolgreiche 
Myokardprotektion.6  
 
1.2 Kardioplegie und kardioplegische Lösungen 
 
Mitte der 1950er Jahre prägten Sealy et al. den Begriff der Kardioplegie.10 Dieser elektive 
Herzstillstand ermöglicht längere Ischämiezeiten und somit komplexe Eingriffe am stehenden 
Herzen.11 Eine wichtiger Aspekt des Herzstillstandes ist die Reduktion des myokardialen 
Sauerstoffbedarfs.12 Die Induktion der Kardioplegie erfolgt durch sogenannte kardioplegische 
Lösungen. Einer Myokardschädigung durch einen sogenannten Ischämie/Reperfusions-
Schaden (I/R-Schaden) kann durch den Einsatz kardioplegischer Lösungen vorgebeugt 
werden, indem der Sauerstoffbedarf auf unter 10% gesenkt wird.11 Ali et al. zeigten, dass 
weltweit am häufigsten Blutkardioplegielösungen eingesetzt werden, gefolgt von kristalloiden 
Kardioplegielösungen.13 Auch in Europa wird bei herzchirurgischen Eingriffen, die eine 
Kardioplegie erforderlich machen, mit 65,3% am häufigsten Blutkardioplegielösung 
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verwendet. Einen Überblick über die international eingesetzten Kardioplegielösungen bietet 
Tab. 1. 
Tab. 1: Regionale Unterschiede beim Einsatz von Kardioplegielösungen 
 Blutkardioplegie-lösung  
kristalloide 
Kardioplegielösung Kombination 
Europa n = 126 (65,3%) n = 44 (22,8%) n = 23 (11,9%) 
Nordamerika n = 146 (61,9%) n = 62 (26,3%) n = 28 (11,8%) 
Australien und 
Neuseeland n = 73 (85,8%) n = 6 (7,1%) n = 6 (7,1%) 
Südamerika n = 30 (27,8%) n = 55 (50,9%) n = 23 (21,3%) 
Gesamt n = 375 (60,3%) n = 167 (26,8%) n = 80 (12,9%) 
nach Ali et al.13; n = Anzahl befragter Zentren. 
 
Die internationalen Vorgehensweisen bezüglich der Kardioplegie variieren deutlich.13 Bis 
heute gibt es keinerlei einheitliche Richtlinien zur Verwendung von kardioplegischen 
Lösungen. Außerdem fehlen evidenzbasierte, standardisierte Kardioplegieprotokolle.14  
Sogenannte extrazelluläre kardioplegische Lösungen enthalten eine hohe 
Kaliumkonzentration (15-40 mmol/L).12 Bei der Anwendung kommt es zu einem Herzstillstand 
durch Depolarisation. Dies ist mit verschiedenen Problemen wie einer Elektrolytverschiebung, 
einer schwierigen Aufrechterhaltung des Kreislaufes und einer Kalium-induzierten 
Endothelschädigung assoziiert.15,16  
Eine Alternative dazu stellen die kristalloiden Lösungen wie Custodiol® dar, die aufgrund einer 
niedrigen Natrium- und Calciumkonzentration als Lösungen vom intrazellulären Typ 
bezeichnet werden.12,17,18 Das Funktionsprinzip dieser Lösungen basiert auf der Induktion 
eines extrazellulären Natriummangels, der zu einer Hyperpolarisation und infolgedessen zum 
Herzstillstand in der Diastole führt.18 Ein klarer Vorteil der kristalloiden Lösungen gegenüber 
den Blutkardioplegielösungen ist die Möglichkeit eines mehrstündigen Herzstillstands durch 
eine einzige Applikation der Kardioplegielösung. In den letzten Jahren gewinnt dies 
zunehmend an Bedeutung, vor allem auch bei minimalinvasiven oder die Herzklappen 
betreffenden Eingriffen.19  
In dieser Studie liegt der Fokus auf den kristalloiden Kardioplegielösungen, deren Einsatz 
primär der Myokardprotektion dient. Die Lösungen werden mit einem Gesamtvolumen von 
über zwei Litern infundiert, sodass es zu einer deutlichen Elektrolytverschiebung, vor allem zu 
einer Hyponatriämie, kommt.20 Weiterhin kann häufig ein reversibler Abfall des mittleren 
arteriellen Drucks während der Infusion der Kardioplegielösung beobachtet werden.21 Ein 
weiterer wichtiger Punkt ist die Tatsache, dass das gesamte Volumen der Kardioplegielösung 
in den Körperkreislauf gelangt. Die Lösung wird in die Koronararterien infundiert und erreicht 
über die kardialen Venen den rechten Vorhof, worüber sie in die Herz-Lungen-Maschine 
eingespeist wird. Dadurch gibt es also zwei denkbare Mechanismen, über die die Niere 
Schaden nehmen kann: die systemischen Effekte der EKZ sowie die direkten Effekte der 
Kardioplegielösung. Hierbei ist vor allem auch die Zusammensetzung der Kardioplegielösung 
zu beachten.  
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In den 1970er Jahren entwickelte der Mediziner und Physiologe Hans-Jürgen Bretschneider 
eine Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-(HTK)-Lösung, die nach ihm benannte HTK-
Bretschneider-Lösung.22 Diese intrazelluläre, kristalloide Lösung wird unter dem 
Handelsnamen Custodiol® vertrieben. Die niedrigen Natrium- und Calciumkonzentrationen 
(Tab. 2) bewirken einen Herzstillstand in der Diastole.18 Die Inhaltsstoffe von Custodiol® sollen 
das Myokard vor einem I/R-Schaden schützen. Histidin kann einer ischämiebedingten Azidose 
als Puffer entgegenwirken. Ketoglutarat verbessert die Adenosintriphosphat-(ATP)-
Produktion in der Reperfusionsphase. Tryptophan kann die Zellmembran stabilisieren, 
Mannitol verringert Zellödeme und wirkt als Radikalfänger.23,24 Careaga et al. konnten zeigen, 
dass eine Myokardprotektion mit Custodiol® effektiv die Inzidenz von Arrhythmien, den 
Bedarf inotropischer Unterstützung und die Dauer einer intensivmedizinischen Behandlung 
senkt.17 Ein Vorteil von Custodiol® gegenüber Blutkardioplegielösung besteht darin, dass 
durch eine einzige Applikation eine Kardioplegie von bis zu drei Stunden ermöglicht 
wird.19,23,25 Verschiedene Studien stellten einen vergleichbaren Effekt von Custodiol® und 
Blutkardioplegie bezüglich der Myokardprotektion fest.19,26–29 Scrascia et al. fanden Hinweise 
für eine verbesserte Myokardprotektion durch Custodiol® bei längeren Aortenklemmzeiten.28 
Bei Hummel et al. bewirkte Custodiol® eine Verbesserung hinsichtlich Transfusionsbedarf und 
der Rate an Hirninfarkten und stationärer Wiederaufnahmen.19  
Tab. 2: Zusammensetzung von Custodiol® und Custodiol® N 
 Custodiol® [mmol/L] Custodiol® N [mmol/L] 
Natrium 16 16 
Kalium 10 10 
Magnesium 4 8 
Calcium 0,015 0,020 
Chlorid 50 30 
L-Histidin 198 124 
N-a-Acetyl-L-Histidin - 57 
Tryptophan 2 2 
a-Ketoglutarat 1 2 
Aspartat - 5 
Arginin - 3 
Alanin - 5 
Glycin - 10 
Mannitol 30 - 
Sucrose - 33 
Deferoxamin - 0,025 
LK-614  - 0,0075 
nach Veres et al.24; LK-614 = N-Hydroxy-3,4-dimethoxy-N-methylbenzamid 
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1.3.2 Custodiol® N  
 
Die Studienlage zum Vergleich der Effekte verschiedener kardioplegischer Lösungen auf das 
Herz und auf die Endorgane zeigt, dass verschiedene Verbesserungsansätze vorhanden sind. 
Custodiol® N ist eine auf Custodiol® basierende Kardioplegielösung. Die Zusammensetzung 
von Custodiol® wurde in verschiedenen Aspekten modifiziert (Abb. 1). Die Inhaltsstoffe beider 
Lösungen sind in Tab. 2 dargestellt. Zur Reduktion einer eisenabhängigen Schädigung wurden 
die Eisenchelatoren Deferoxamin und 1-(N-hydroxy-N-methylcarbamid)-3,4-dimethoxybenzol 
(LK-614) hinzugefügt. Deferoxamin ist ein extrazellulärer Eisenchelator. LK-614 ist ein 
lipophiler, membrangängiger Eisenchelator, der intrazelluläres freies Eisen abfängt.30,31 Die 
kardioprotektiven Aminosäuren Arginin, Glycin und Alanin wurden hinzugefügt. Das zunächst 
als „physiologischer“ Puffer bei Custodiol® eingesetzte Histidin zeigte zytotoxische 
Eigenschaften. Dies hängt zusammen mit der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 
(reactive oxygen species, ROS), da Histidin intrazellulär redoxaktive Komplexe mit Eisen und 
dadurch ROS bildet.31 Radovits et al. zeigten, dass bei kalter Organkonservierung die 
Supplementierung von Custodiol® mit dem Eisenchelator LK-614 und ein teilweiser Ersatz von 
Histidin durch N-a-Acetyl-L-Histidin einer Endotheldysfunktion vorbeugen kann. Dies konnte 
nicht durch Custodiol® allein erreicht werden. Radovits et al. postulierten aufgrund dieser 
Ergebnisse, dass Custodiol® N weiter untersucht werden sollte.32 Histidin wurde in 
Custodiol® N teilweise durch N-a-Acetyl-L-Histidin ersetzt, um die Histidin-induzierte 
Zytotoxizität zu hemmen.24 N-a-Acetyl-L-Histidin ist ein Derivat des Histidins und besitzt eine 
veränderte Eisenaffinität, sodass nur eine geringe toxische Wirkung besteht.31 Es wird 
vermutet, dass bei eisenabhängiger Zellschädigung ein Chloridausstrom bzw. ein 
Bicarbonateinstrom in Zellen und ein dadurch ansteigender pH-Wert eine wichtige Rolle 
spielen. Dies kann zur Aktivierung von Caspasen und letztendlich zur Apoptose führen. Zur 
Verringerung einer chloridinduzierten Schädigung wurde die Chloridkonzentration in 
Custodiol® N gesenkt und teilweise durch Aspartat ersetzt.24,31  
Auch der Einfluss von Kardioplegielösungen auf eine mögliche Myokardprotektion wurde 
bereits vielfach analysiert. Veres et al. untersuchten in einem Ischämie-Reperfusions-Modell 
an Hunden verschiedene Custodiol®-basierte Kardioplegielösungen. Hierbei hatte 
Custodiol® N den stärksten myokardprotektiven Effekt. Außerdem war Custodiol® N in dieser 
Studie Custodiol® hinsichtlich der Erhaltung kardialer und endothelialer Funktion überlegen.24 
In einer multizentrischen Phase-III-Studie konnte gezeigt werden, dass Custodiol® N eine 
vergleichbare Myokardprotektion wie Custodiol® bewirken kann und die muscle-brain 
creatinkinase (CKMB) signifikant niedriger war als bei Custodiol®. Ein Vorteil von Custodiol® N 
bezüglich des I/R-Schadens bei CABG Operationen wurde vermutet.33 
Loganathan et al. führten im Rattenmodell heterotope Herztransplantationen mit Custodiol® 
bzw. Custodiol® N durch. Mit Custodiol® N wurde eine verbesserte myokardiale und 
endotheliale Funktion während der kritischen Phase der Reperfusion erreicht.31  
Weiterhin gibt es im Rahmen der Organtransplantationsforschung Untersuchungen zu den 
Auswirkungen der neueren Custodiol® N-Lösung. Gallinat et al. perfundierten zur Evaluation 
der Organkonservierung isolierte Nieren direkt mit der jeweiligen 
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Organkonservierungslösung.34 Die Ischämie und Reperfusion erfolgte also unmittelbar an den 
Nieren. Es wurde eine vergleichbare organprotektive Wirkung von Custodiol® N und dem 
Goldstandard Nierenperfusionslösung 1 festgestellt.34 Pizanis et al. zeigten an Schweinen, dass 
Custodiol® N als neue Organkonservierungslösung auch bei der Lungentransplantation 
geeignet ist und durch eine Kombination mit Dextran 40 sogar eine bessere Organprotektion 
bietet als eine niedrigkaliämische Dextranlösung.35 Wu et al. demonstrierten eine bessere 
Konservierung der Leber von Ratten mit Custodiol® N als mit Custodiol®.36  
 
 
Abb. 1: Überblick der Effekte von Custodiol® N im Ischämie-Reperfusions-Modell. 
Verschiedene Prozesse können intraoperativ eine Zellschädigung und Apoptose auslösen. Die 
zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies beitragende Störung der Mikrozirkulation und die 
Eisenfreisetzung werden durch L-Arginin bzw. Eisenchelatoren vermindert. Eine 
zellschädigende erhöhte intrazelluläre Natriumkonzentration kann durch Glycin und Alanin 
inhibiert werden. Die Histidintoxizität von Custodiol® wird in Custodiol® N durch den 
teilweisen Ersatz des Histidins durch N-Acetylhistidin reduziert. ATP = Adenosintriphosphat, 
mPTP = mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore. Abbildung erstellt durch N. Feirer, 































1.3.3 Custodiol® plus Ciclosporin A 
 
Eine weitere Möglichkeit, die Kardioplegielösung Custodiol® zu modifizieren, besteht in der 
Zugabe von niedrigdosiertem Ciclosporin A (CsA). Dies ist ein potentes Immunsuppressivum38, 
das in aktivierten T-Zellen an Cyclophilin bindet. Ein so entstehender Cyclophilin-CsA-Komplex 
kann an Calcineurin, ein Mitglied der Serin-/Threonin-Phosphatasen-Familie, binden. Dadurch 
wird die Phosphataseaktivität des Calcineurins inhibiert, was zu einer ausbleibenden 
Dephosphorylierung von Transkriptionsfaktoren führt. Über diese Blockierung der 
Transkription wird die Genexpression von Zytokinen in T-Zellen verhindert, was den 
Mechanismus der Immunsuppression durch CsA darstellt.38,39 Seit seiner Entdeckung im Jahr 
1972 wird CsA zur Prävention von Transplantatabstoßungen von Organen wie Niere, Leber 
und Pankreas eingesetzt.40 CsA wird auch in der Therapie von Autoimmunerkrankungen 
verwendet.41 Allerdings hat CsA verschiedene Nebenwirkungen, beispielsweise kann der 
Einsatz von CsA zur Bildung von ROS und zu Lipidperoxidation führen. Dadurch wirkt CsA 
nephrotoxisch, hepatotoxisch und kardiotoxisch.42 Nebenwirkungen von CsA sind unter 
anderem Hypertonie, Dyslipidämie, Malignome und ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre 
Ereignisse.42  
Bei herzchirurgischen Operationen mit EKZ kann die Reperfusion des Herzens die Öffnung der 
sogenannten mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-Pore (mPTP) auslösen, was zu 
einem Sistieren der ATP-Produktion, einem Verlust der Homöostase und letztendlich zum 
Zelltod führen kann.43 CsA kann die mPTP-Öffnung inhibieren.44 Die Verwendung von CsA kann 
auf diesem Weg einer mitochondrialen Permeabilisierung und Dysfunktion nach EKZ 
vorbeugen und zu einer Erhaltung der myokardialen Funktion führen.45 In der CiPRICS-Studie 
wurde CsA intravenös appliziert, es konnte jedoch kein protektiver Effekt von CsA 
nachgewiesen werden.46 Pritzwald-Stegmann et al. konnten jedoch nachweisen, dass eine 
Supplementierung von Custodiol® mit einer niedrigen Dosis CsA zu einer besseren 
Myokardprotektion führt als Custodiol®.39 Hoyer et al. zeigten außerdem, dass die Zugabe von 
CsA zu Custodiol® die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion verbessern und zu 
einer schnelleren Erholung der kardialen Funktion beitragen kann als die ausschließliche 
Verwendung von Custodiol®.47 
 
1.4 Pathophysiologie der Schädigung durch extrakorporale Zirkulation 
 
Im Rahmen einer EKZ kommt es am Herzen sowohl in der Ischämie- als auch in der 
Reperfusionsphase zu einer Zellschädigung, die als I/R-Schaden bezeichnet wird.48 Die 
Pathophysiologie des I/R-Schadens ist multifaktoriell. Ischämie ist definiert als 
Minderdurchblutung von Gewebe.49 Es entsteht eine anaerobe Stoffwechsellage, wodurch es 
zu einer intrazellulären Akkumulation von Natrium- und Calcium-Ionen kommt. Dies führt 
durch Hyperosmolarität und Wassereinstrom in die Zelle zu einer Zellschwellung und 
Azidose.49 
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Im Rahmen der Reperfusion nimmt der Blutfluss im ischämischen Myokard wieder zu. 
Gleichzeitig erfolgt die Produktion von ROS, da in ischämischem Gewebe weniger 
antioxidative Stoffe vorhanden sind. ROS führen zu oxidativem Stress und dadurch zu Schäden 
an der Desoxyribonukleinsäure (DNS), einer Endotheldysfunktion und einer lokalen 
Inflammationsreaktion. Dadurch kann ein Zytokinsturm und letztendlich der Zelltod induziert 
werden.49,50 Verschiedene Enzyme wie die Xanthinoxidase, die Nicotinsäureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) und die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-
Synthase) sind an der ROS-Produktion beteiligt. Oxidativer Stress kann einerseits über diese 
Enzymsysteme, andererseits aber auch nicht-enzymatisch beispielsweise durch niedrige 
Hämoglobinkonzentrationen ausgelöst werden.49 Die Enzyme der Familie der NADPH-Oxidase 
werden bei oxidativem Stress stärker exprimiert und aktiviert, was zu einer ROS-Produktion 
führt, die eine Inflammationsreaktion in postischämischem Gewebe auslösen kann und 
dadurch zum Reperfusionsschaden beiträgt. Bei Hypoxie kann der Hypoxie-induzierte Faktor 
1a (HIF-1a) zusätzlich die Aktivierung dieser Enzyme stimulieren.49 
Ein weiterer Aspekt des I/R-Schadens ist die mikrovaskuläre Dysfunktion. Die Veränderungen 
im Endothel ähneln einer akuten Inflammationsreaktion, wodurch in der Reperfusionsphase 
auch distale Organe geschädigt werden können.50 Im Rahmen des I/R-Schadens werden 
Inflammationsmediatoren und Radikale freigesetzt.51 Eine EKZ kann ein systemisches 
inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) auslösen. Mögliche Gründe dafür sind die 
Fremdoberflächen des EKZ-Kreislaufs, der I/R-Schaden, Endotoxine und das operative 
Trauma.52 Diese Inflammationsreaktion kann unter anderem auch zur Entwicklung einer 
renalen Dysfunktion beitragen.52  
Im Rahmen eines Reperfusionsschadens und einer Inflammationsreaktion kann es zur 
Entstehung von Peroxynitrit aus Stickoxid und Superoxid kommen. Peroxynitrit ist zytotoxisch 
und kann die mitochondriale Elektronentransportkette und die Natrium-Kalium-ATPase 
inhibieren.53 Ein Nachweis von Nitrotyrosin ist ein Hinweis für die Entstehung von reaktiven 
Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, RNS).54 
Das Ausmaß der Zellantwort auf einen I/R-Schaden ist abhängig von der verursachten 
Zellschädigung.49 Bei einem kurz anhaltenden schädigenden Effekt kommt es zur Aktivierung 
von Zellüberlebensmechanismen, um die ROS-Produktion und die Zellschädigung zu 
kontrollieren.55 Eine schwere Schädigung kann zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose 
führen.56 
 
1.5 Akute Nierenschädigung bei herzchirurgischen Operationen 
 
1.5.1 Definition und Inzidenz der akuten Nierenschädigung 
 
Als akute Nierenschädigung (acute kidney injury, AKI) wird die schnelle Abnahme der renalen 
Ausscheidungsfunktion (weniger als 0,5 mL/kg/h) und die gleichzeitige Akkumulation von 
Kreatinin (≥ 0,3 mg/dL innerhalb von 48 h) und Harnstoff bezeichnet.57,58 Die Inzidenz der AKI 
liegt abhängig von der Definition bei 295-5000 Fällen pro 1 Million Menschen jährlich.58 Eine 
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Einteilung der AKI kann durch verschiedene Klassifikationen erfolgen. Die „risk, injury, failure, 
loss, end stage“ (RIFLE) Kriterien und die „Acute Kidney Injury Network“ (AKIN) Kriterien 
wurden durch die Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Gruppe kombiniert.58 
Die Diagnose einer AKI wird aufgrund des Vorliegens einer Oligurie und/oder einer steigenden 
Serumkreatininkonzentration gestellt. Es gibt bisher keinen validierten Marker zur klinischen 
Anwendung im Rahmen der AKI-Diagnostik.59 
Für die Inzidenz der mit herzchirurgischen Eingriffen assoziierten AKI gibt es abhängig von der 
verwendeten Definition verschiedene Angaben. Von einem RIFLE bzw. AKIN Stadium I sind 
etwa 17 bis 49% der Patienten nach einem herzchirurgischen Eingriff betroffen.60–64 In einer 
retrospektiven Analyse von 1881 Patienten mittels AKIN, RIFLE und KDIGO Klassifikation 
wurde die Inzidenz einer AKI nach Herzoperation von 25,9% (AKIN) bzw. 24,9% (RIFLE) 
festgestellt61 Eine AKI ist mit einer deutlich erhöhten Mortalität nach herzchirurgischen 
Eingriffen assoziiert.64–69 Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine AKI ein relevantes Problem 
in der Herzchirurgie ist und eine große Anzahl der Patienten davon betroffen ist. Daher ist es 
umso wichtiger, dass dieser Schaden so gering wie möglich gehalten wird und neue 
Möglichkeiten, das Risiko der AKI zu reduzieren, gefunden werden müssen. 
 
1.5.2 Assoziation der intraoperativen Nierenschädigung mit Mortalität 
 
Betrachtet man die Situation in Deutschland, so steigt aktuell jährlich die Zahl an 
Koronararterien-Bypass-Operationen (coronary artery bypass graft, CABG) ohne EKZ und lag 
2016 bei 18,5%. Allerdings wurden mit 79.082 von 102.088 kardiochirurgischen Operationen 
im Jahr 2016 immer noch die überwiegende Mehrheit der Eingriffe mit EKZ durchgeführt.5 
Außerdem wird der herzchirurgische Patient zunehmend älter. So waren in Deutschland 2016 
über 50% der Patienten älter als 70 Jahre. Gleichzeitig blieb die Mortalität mit 1-3% auf einem 
ähnlich niedrigen Niveau wie bereits im vorangehenden Jahrzehnt. Trotz der sinkenden 
Mortalität ist eine Assoziation zwischen verlängerter kardiopulmonaler Bypasszeit und 
postoperativer Mortalität und Morbidität weiterhin gegeben.70–73 Besonders interessant ist, 
dass die Inzidenz einer Herzchirurgie-assoziierten akuten Nierenschädigung mit längerer 
kardiopulmonaler Bypasszeit ansteigt.74 Eine AKI ist mit einer erhöhten Mortalität assoziiert 
und schon ein geringer Anstieg des postoperativen Serumkreatinins hat einen negativen 
Einfluss auf die 30-Tage-Mortalität.66,74,75 Weiterhin ist eine AKI mit verlängerten 
Krankenhausaufenthalten verbunden.76,77 Unabhängig von anderen Risikofaktoren ist die AKI-
assoziierte Mortalität auch bei vollständiger Erholung der Niere nach zehn Jahren erhöht.78 
Daher besteht ein großer Bedarf für weitere intensive Forschung im Bereich der Kardio- und 
Organprotektion, insbesondere mit Fokus auf eine AKI.  
 
1.5.3 Pathophysiologie der akuten Nierenschädigung 
 
Im physiologischen Zustand erhalten die Nieren 20% des gesamten Herzzeitvolumens. In der 
Nierenrinde beträgt der Blutfluss 5-6 mL/g/min, während das Nierenmark mit 0,5-
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1,0 mL/g/min durchblutet wird. Eine komplexe Anordnung der Mikrogefäße führt zu einem 
abnehmenden Sauerstoffgradienten von der Nierenrinde zum Nierenmark und generiert 
bereits im physiologischen Zustand eine relative Hypoxie im Nierenmark.79 In den proximalen 
Tubuli des Nephrons ist die Wiederaufnahme von Natrium und verschiedene 
Transportprozesse für Stoffe wie Glucose und Aminosäuren abhängig von der Natrium-
Kalium-ATPase. Diese ATPase bestimmt zu etwa 80% den Sauerstoffbedarf der Niere.80,81 
Unter physiologischen Bedingungen kann der renale Blutfluss durch Autoregulation bei einem 
Nierenperfusionsdruck von 60 bis 100 mmHg konstant aufrechterhalten werden.82 Hierfür 
wird der Gefäßtonus der afferenten Arteriolen über eine tubuloglomeruläre Rückkopplung 
angepasst.83,84  
Die Pathophysiologie einer AKI ist multifaktoriell. Bellomo et al. sprechen von mindestens 
sechs Aspekten, die zu einer mit herzchirurgischen Eingriffen assoziierten AKI führen können: 
exogene und endogene Toxine, Stoffwechselfaktoren, Ischämie und Reperfusion, 
neurohormonale Aktivierung, Inflammation und oxidativer Stress. Auch im Rahmen der 
Entstehung einer AKI ist oxidativer Stress ein wichtiger Mechanismus. Eine direkte Assoziation 
von freiem Hämoglobin oder Eisen mit AKI ist bisher jedoch nicht nachgewiesen.85 Bei 
herzchirurgischen Patienten kann bereits präoperativ durch kardiogenen Schock, 
vorbestehende Hypotension oder Nierenarterienembolie eine renale Ischämie bestehen. 
Intraoperativ führen Faktoren wie die Einleitung der Narkose, eine mechanische Beatmung, 
Blutverlust und Minderdurchblutung durch die EKZ zu einer hämodynamischen Instabilität, 
welche den hauptsächlichen Anteil an einem ischämischen Schaden ausmacht. Auch der 
Übergang von der EKZ auf den eigenständigen Körperkreislauf des Patienten kann zu 
hämodynamischer Instabilität führen.85 Eine lange Dauer der EKZ, niedriger Fluss der EKZ und 
ein mittlerer arterieller Druck von weniger als 60 mmHg für längere Zeit sind mit 
postoperativer AKI assoziiert.86 Außerdem kann eine neurohormonale Aktivierung schon 
präoperativ durch eine Anregung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zu einer AKI 
beitragen. Dadurch kommt es zu einer generalisierten Vasokonstriktion und verringerter 
renaler Filtration. Intraoperativ steigen die Plasmaspiegel von Adrenalin, Noradrenalin und 
Vasopressin während der EKZ an. Dadurch kommt es zu einem reduzierten renalen Blutfluss 
und einer niedrigeren glomerulären Filtrationsrate (GFR). Eine präoperative Inflammation 
spielt eine Rolle bei Patienten, die sich aufgrund einer Atherosklerose oder Endokarditis einer 
herzchirurgischen Operation unterziehen. Intraoperativ können die EKZ und 
Autotransfusionen zu einer Inflammationsreaktion führen.85 Außerdem kommt es bei einem 
I/R-Schaden zu einer Inflammationsreaktion.49 Diese Inflammation und die dadurch induzierte 
Rekrutierung von Leukozyten sind bedeutende Faktoren im Rahmen der endothelialen und 
tubulären Zellschädigung bei AKI.79,85  
Eine Hämodilution und ein daraus resultierender niedriger Hämatokrit während der EKZ ist 
mit einer höheren Wahrscheinlichkeit für eine AKI bzw. einem akuten Nierenversagen und 
dadurch einem schlechteren operativen Outcome assoziiert.76,87 Die Hämodilution wird bei 
einer lange andauernden EKZ bzw. bei Transfusionsbedarf oder Patienten mit eingeschränkter 
Nierenfunktion verstärkt.87 Außerdem führt Hämodilution zur Freisetzung renaler 
Schädigungsmarker.88 
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1.5.4 Biomarker einer akuten Nierenschädigung 
 
Damit eine akute Nierenschädigung möglichst früh erkannt und behandelt werden kann, ist 
die Suche nach geeigneten Biomarkern einer AKI Gegenstand zahlreicher Studien. Eine 
wichtige Eigenschaft eines geeigneten Biomarkers ist eine Reflektion der zugrundeliegenden 
Pathophysiologie der AKI. Daher sollte ein solcher Biomarker direkt aus der geschädigten 
Niere stammen und einen molekularen Prozess widerspiegeln, der mit einer 
Gewebeschädigung assoziiert ist.89 Bei Schley et al. konnten Biomarker, die im Serum 
bestimmt wurden, besser zu einem frühen postoperativen Nachweis von AKI beitragen als 
Biomarker, die im Urin bestimmt wurden. Die Marker mit der besten diagnostischen Leistung 
innerhalb von 4 h nach der Operation waren Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin 
(NGAL), Fettsäurebindungsprotein 1 (fatty acid binding protein 1, FABP-1 oder liver fatty acid 
binding protein, L-FABP) und Cystatin C.90 
NGAL ist ein Monomer, das sehr rasch von stimulierten oder geschädigten Endothelzellen 
freigesetzt wird. NGAL wird von verschiedenen Zellen im physiologischen Zustand auf einem 
niedrigen Niveau konstant exprimiert und nach einer ischämischen oder toxischen 
Nierenschädigung verstärkt exprimiert. Dies kann bereits 3 h nach einer Schädigung detektiert 
werden, ein Höchstwert ist nach 6 bis 12 h erreicht. NGAL befindet sich in der Niere vor allem 
im distalen Nephron und in Sammelrohren.89,91 Die Messung von NGAL ist sowohl im Urin als 
auch im Serum möglich.92 Bei Schley et al. erreichten NGAL und FABP-1 im Serum den 
Spitzenwert bereits innerhalb von 4 h nach der Operation, bei Moriyama et al. zeigten beide 
Biomarker bereits nach 3 h signifikant unterschiedliche Werte zwischen der AKI- bzw. nicht-
AKI-Gruppe.90,93 
FABP-1 gehört zu einer Familie von Transportproteinen für Fettsäuren.94 Dieses 
lipidbindendes Protein wird in Leber und Niere exprimiert und ist für den Transport von 
Fettsäuren verantwortlich. In der Niere ist FABP-1 vor allem in den proximalen Tubuluszellen 
lokalisiert. Die Konzentration von FABP-1 korreliert mit der Ischämiedauer bei 
Nierentransplantation.89 Bei akuter Nierenschädigung kann der FABP-1-Spiegel im Serum 
erhöht sein.90,95 Bisher haben nur wenige Studien erhöhte FABP-1-Konzentrationen im Serum 
beschrieben, für FABP-1 wird jedoch eine ähnlich gute Korrelation des Urin- und 
Serumspiegels wie bei NGAL vermutet.90,95,96 
Cystatin C ist ein körpereigenes Protein, das in allen kernhaltigen Zellen gebildet wird und als 
Cysteinproteasen-Inhibitor agiert. Im Gegensatz zu Kreatinin wird der Spiegel von Cystatin C 
nicht von der Muskelmasse beeinflusst. Cystatin C wird ausschließlich glomerulär filtriert und 
kann dadurch bereits geringe Veränderungen der glomerulären Filtrationsrate anzeigen. 
Weiterhin ist Cystatin C ein verlässlicher Marker für die Nierenfunktion, vor allem auch beim 
Einsatz einer EKZ. Nach einer Nierenschädigung kommt es zum raschen Anstieg von Cystatin 
C.97,98 Hu et al. konnten zeigen, dass Cystatin C ein guter Prädiktor einer AKI ist.97 Daher ist 
Cystatin C ein geeigneter prognostischer Faktor für die Dauer und Schwere einer AKI nach 
herzchirurgischen Eingriffen.99 Bei Kiessling et al. erreichte Cystatin C postoperativ signifikante 
Unterschiede zwischen der AKI- und nicht-AKI-Gruppe, der Spitzenwert von Cystatin C wurde 
am vierten postoperativen Tag gemessen.99 Durch eine Korrelation von Cystatin C mit dem C-
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reaktiven Protein kann eine EKZ-induzierte Inflammation nachgewiesen werden.99 Zhu et al. 
beschrieben, dass Cystatin C ein zuverlässiger Marker für die Nierenfunktion nach 
herzchirurgischem Eingriff und dem Serumkreatinin überlegen ist.98  
Serumkreatinin wird in mehreren Studien als nur bedingt geeigneter Marker für eine AKI 
betrachtet, da dieser Marker von der individuellen Muskelmasse abhängig ist und nach 
Nierenschädigung nicht oder nur langsam ansteigt.89,99–102 Außerdem besitzt Serumkreatinin 
eine schlechte Vorhersagegenauigkeit hinsichtlich der frühen Phasen einer AKI und wird durch 
verschiedene nicht-renale Effekte beeinflusst.103 
 
1.5.5 Ansätze zur Prävention einer akuten Nierenschädigung 
 
Das Auftreten einer AKI ist mit längeren Krankenhausaufenthalten, höherer Mortalität und 
höheren Kosten verbunden.66–69 Da die perioperative Mortalität aktuell abnimmt, die Rate an 
Patienten mit postoperativer AKI jedoch gleichbleibend ist, steigt die Nachfrage nach 
postoperativer Nierenersatztherapie.104 Da bisher außerdem keine adäquate Therapie der AKI 
möglich ist, liegt das Augenmerk der Forschung auf der Prävention.  
Verschiedene Ansätze zur Prävention Herzchirurgie-assoziierter AKI sind vorhanden. So haben 
Chen et al. in einem Vergleich der Wirksamkeit verschiedener pharmakologischer Strategien 
festgestellt, dass die Gabe von natriuretischem Peptid die bislang beste medikamentöse 
Therapie einer AKI ist.105 Bernardi et al. haben die Auswirkungen von Hämoadsorption 
untersucht, konnten jedoch keinen protektiven Effekt feststellen.106 Ebenso konnte eine 
präoperative Statintherapie die Inzidenz einer AKI nach Herzoperationen nicht reduzieren.107 
Eine 2016 initiierte Studie mit dem Titel „Cyclosporine to Protect Renal Function in Cardiac 
Surgery“ (CiPRICS) zur Untersuchung des Effekts von 2,5 mg/kg intravenös appliziertem CsA 
auf postoperative AKI wurde vorzeitig eingestellt, da es in der CsA-Gruppe zu einem 
relevanten Anstieg von Cystatin C und Kreatinin kam, was auf eine mögliche Einschränkung 
der Nierenfunktion hinwies. Eine protektive Wirkung von CsA hinsichtlich der Entwicklung 
einer AKI bei CABG-Operationen konnte in der CiPRICS-Studie nicht nachgewiesen werden.46 
Bei einer renalen Minderperfusion während der EKZ kann der arterielle Perfusionsdruck auf 
Werte bis zu 90 mmHg angehoben werden und der Blutfluss der EKZ auf einem normalen 
Herzzeitvolumenniveau gehalten werden, um eine adäquate Durchblutung der Nieren 
sicherzustellen.85 Eine distale ischämische Präkonditionierung (remote ischaemic 
preconditioning, RIPC) kann zur renalen und kardialen Protektion beitragen. RIPC umfasst die 
Induktion einer kurzen, wiederholten Ischämie und Reperfusion eines Organs mit dem Ziel, 
ein anderes Organ vor einem I/R-Schaden zu schützen. Mit diesem Vorgehen konnte die 
Inzidenz einer AKI signifikant reduziert werden.108 RIPC könnte außerdem die Dauer der 
mechanischen Ventilation und der intensivmedizinischen Behandlung verkürzen.109 
Eine Verbesserung von Kardioplegielösungen zur direkten Endorganprotektion sowie 
gleichzeitig zur Verbesserung der Myokardprotektion könnte einen wertvollen Beitrag zur 
Verringerung einer AKI leisten.  
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2 Fragestellung und Zielsetzung  
 
Bei herzchirurgischen Operationen mit Herz-Lungen-Maschine stellt eine AKI wie vor ein 
großes Problem dar, das viele Patienten betrifft. Für eine Reduktion der Herzchirurgie-
assoziierten AKI gibt es bisher keine etablierten Richtlinien oder standardisierten 
Vorgehensweisen. Der Fokus der Forschung liegt daher auf der Prävention. 
In dieser Studie stehen kristalloide Kardioplegielösungen im Mittelpunkt, deren Einsatz primär 
der Myokardprotektion dient. Im Ischämie-Reperfusions-Modell gibt es zwei denkbare 
Mechanismen, über die die Niere Schaden nehmen kann: die systemischen Effekte der EKZ 
sowie die direkten Effekte der Kardioplegielösung. Hierbei ist vor allem auch die 
Zusammensetzung der Kardioplegielösung zu beachten. Eine Verbesserung der 
intraoperativen Myokardprotektion und dadurch eine Reduktion der Nierenschädigung 
könnte unter anderem durch die Wahl einer geeigneten Kardioplegielösung beeinflusst 
werden. Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen hinsichtlich des Effekts verschiedener 
eingesetzter Kardioplegielösungen auf die Niere. 
In der vorliegenden Arbeit wurden in einem kardialen Ischämie-Reperfusions-Modell mit 90-
minütigem elektivem Herzstillstand und 120-minütiger Reperfusionsphase der Einfluss 
verschiedener kardioplegischer Lösungen auf das Endorgan Niere und auf die Entstehung 
einer AKI untersucht. Die Effekte der Kardioplegielösungen Custodiol®, Custodiol® N sowie 
eine experimentelle, mit niedrigdosiertem CsA supplementierte Custodiol®-Lösung wurden 
miteinander verglichen. Aufgrund der guten Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den 
Menschen wurde ein Großtiermodell mit Schweinen gewählt. 
Es erfolgte eine Quantifizierung einer möglichen akuten Nierenschädigung durch die 
Untersuchung von Hämodynamik und geeigneten Biomarkern. Außerdem wurden die Art der 
Nierenschädigung und die im Akutversuch erkennbaren Folgen dieser Schädigung durch die 
Untersuchung von hypoxischen und nitrosativen Effekten und oxidativem Stress evaluiert. 
Diesbezüglich wurde auch die schädigungsassoziierte Apoptose durch histologische und 
biochemische Messverfahren wie Western Blotting quantifiziert.  
Mögliche Unterschiede zwischen den kardioplegischen Lösungen hinsichtlich der jeweiligen 
Effekte auf die Niere wurden untersucht. Diese Studie soll neue Erkenntnisse zu möglichen 
Vorteilen der Custodiol® N-Lösung im Vergleich zur herkömmlichen Custodiol®-Lösung liefern. 
Weiterhin soll untersucht werden, ob eine Supplementierung von Custodiol® mit einer 
niedrigen Dosis CsA einen positiven Einfluss hat.  
Es wurde untersucht, ob neben einer Myokardprotektion die Etablierung einer 
Nephroprotektion möglich ist und ob kardioplegische Lösungen einen Beitrag zur Prävention 
der AKI leisten können.  
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3 Materialien und Methoden 
 
3.1 Materialien und Geräte 
 
Tab. 3: Geräte 
Gerät Firma 
Autoklav VWR International; Darmstadt, Deutschland 
Blotting-Kammer, Semi-Dry PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Detektionsplattform „Fusion Solo S“ mit 
Analysekamera 
VILBER LOURMAT Deutschland GmbH; 
Eberhardzell, Deutschland 
Eismaschine Intercontinentale Ziegra Eismaschinen GmbH; 
Isernhagen, Deutschland 
Folienschweißgerät „AS 3604“ Severin Elektrogeräte GmbH; Sundern, 
Deutschland 
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr; Bulle, Schweiz 
Gefrierschrank (-80 °C) Thermo Fisher Scientific; Waltham, 
Massachusetts, USA 
Gelkammer-Apparatur (Vertikalgelsystem) PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Gewebeeinbetter „MTP“ SLEE medical, Carl Zeiss AG; Oberkochen, 
Deutschland 
Inkubator „Function Line“ Thermo Fisher Scientific Heraeus®; Waltham, 
Massachusetts, USA 
Kühlplatte „COP 30“ Medite GmbH; Burgdorf, Deutschland 
Kühlschrank (4°C) Liebherr; Bulle, Schweiz 
Laborfeinwaage „CP 225 D“ Sartorius AG; Göttingen, Deutschland 
Laborwaage „FA-3100-2“ Faust Laborbedarf AG; Schaffhausen, Schweiz 
Laufkammer (Gelelektrophorese) PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Mikroliterspritze „Hamilton“ Chromatographie Service GmbH; Langerwehe, 
Deutschland 
Mikroskop „Axioplan 2“ mit Kamera „AxioCam 
MRc5“ und Objektiven („Plan-NEOFLUAR“ 5x, 
10x, 20x) 
Carl Zeiss AG; Oberkochen, Deutschland 
Mikrotiterplattenleser „Infinite® 200 PRO“ Tecan Group Ltd.; Männedorf, Schweiz 
Mikrotiterplattenschüttler  Barnstead International; Dubuque, Iowa, USA 
Mikrowelle  Severin Elektrogeräte GmbH; Sundern, 
Deutschland 
Mörser mit Pistill Haldenwanger; Waldkraiburg, Deutschland 
Paraffinbad Medax GmbH & Co. KG; Neumünster, 
Deutschland 
pH-Messgerät „pH Level 1“ inoLab WTW GmbH, Weilheim, Deutschland 
Pipetten (0,1-2,5/0,5-10/10-100/10-200/100-
1000 µL) 
Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 
Pipettierhilfe „pipetus®“, elektrisch Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG; 
Eberstadt, Deutschland 
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Plattformschüttler „DUOMAX 1030“, wippend 
und „ROTAMAX 120“, rotierend 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG; 
Schwabach, Deutschland 
Schlittenmikrotom „HM 400 R“ Microm GmbH; Walldorf, Deutschland 
Stromversorger „BluePower 500“ SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg, 
Deutschland 
Stromversorger „PowerPac 200“ Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 
Tischzentrifuge „5417 R“ Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 
Ultraschallhomogenisator Bandelin electronic GmbH & Co. KG; Berlin, 
Deutschland 
Vortexmischer „Vortex-Genie 2“ Scientific Industries; Bohemia, New York, USA 
Wärmeschrank „Modell 400“ (60 °C) Memmert GmbH & Co. KG; Schwabach, 
Deutschland 
Wasserbad  GFL mbH; Burgwedel, Deutschland 
Zentrifuge „Labofuge 400 R“ Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA 
 
Sofern nicht anders angegeben, wurden die Hilfsmittel, Verbrauchsmaterialien und 
Chemikalien von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) bzw. Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) bezogen. 
 
Tab. 4: Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Firma 
96-Well-Platte „pureGradeTM“ Brand GmbH & Co. KG; Wertheim, Deutschland 
96-Well-Platte „Zellkulturtestplatte 96F“ TPP; Trasadingen, Schweiz 
Blutentnahmeröhrchen „S-Monovette® Serum-
Gel“ 9 mL 
SARSTEDT AG & Co. KG; Nümbrecht, 
Deutschland 
Eppendorf-Reaktionsgefäße 0,5 mL, 1 mL, 2 mL Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland 
Falcon®-Reaktionsgefäße 15 mL Corning Life Science; Tewksbury, USA 
Fettstift „Dako Pen“ Dako Denmark A/S; Glostrup, Dänemark 
Gasflasche „CARBOGEN LAB“ Linde AG; Pullach, Deutschland 
Gel-Blotting Papier „Whatman-Paper GB 005“ GE Healthcare; Solingen, Deutschland 
Glasplatten  PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Handschuhe „Peha soft nitrile white“ Paul Hartmann AG; Heidenheim, Deutschland 
Kamm für SDS-PAGE, 36 Taschen Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 
Kryo-Röhrchen „20“ (für 2,0 mL) TPP; Trasadingen, Schweiz 
Laborglasflaschen „DURAN®“  DWK Life Sciences GmbH; Wertheim/Main, 
Deutschland 
Objektträger „SuperFrost/Plus“ Glaswarenfabrik Hecht KG; Sondheim, 
Deutschland 
Pipettenspitzen 10 µL, 100 µL, 1000 µL Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel; Leipzig, 
Deutschland 
Plastikpipetten „Pastette“ 3 mL Alpha Laboratories Ltd.; Eastleigh, Hampshire, 
Großbritannien 
Polyvinylidenfluorid-Membran Roti®  Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe, 
Deutschland 
Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL TPP; Trasadingen, Schweiz 
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Skalpell B. Braun Melsungen AG; Melsungen, 
Deutschland 
Spacer/Spatel  Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 
Spritzflasche  Brand GmbH & Co. KG; Wertheim, Deutschland 
Verpackungsfolie Sarogold® Pro Saropack AG; Rorschach, Schweiz 
Waschschalen VWR International; Darmstadt, Deutschland 
Wiegeschalen A. Hartenstein GmbH; Würzburg, Deutschland 
Zellkulturschalen „100“ TPP; Trasadingen, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen TPP; Trasadingen, Schweiz 
 
Tab. 5: Chemikalien 
Bezeichnung Firma 
1% Nonidet-P40 US Biological; Salem, Massachusetts 
30% Acrylamid/Bis-Lösung Bio-Rad Laboratories GmbH; München, 
Deutschland 
Chemilumineszenzsubstrat „SuperSignal® West 
Pico“ und „SuperSignal® West Dura“ 
Thermo Fisher Scientific; Waltham, 
Massachusetts, USA 
Eindeckmittel für die Mikroskopie „Entellan®“ Merck Millipore; Burlington, Massachusetts, 
USA 
Ponceau S AppliChem GmbH; Darmstadt, Deutschland 
Protease & Phosphatase Inhibitor „HaltTM 
Inhibitor Cocktail“ (100X) 
Thermo Fisher Scientific; Waltham, 
Massachusetts, USA 
Proteinmarker IV „Prestained“ PEQLAB Biotechnologie GmbH; Erlangen, 
Deutschland 
Stickstoff (flüssig) Linde AG; Pullach, Deutschland 
 
Tab. 6: Software 
Bezeichnung Verwendung Firma 
ImageJ 2.0.0 Analyse histologischer 
Aufnahmen 
U.S. National Institutes of Health, 
Bethesda, Maryland, USA 
AxioVision Release 4.8.2 SP3 Analyse und Dokumentation 
histologischer Präparate 
Carl Zeiss AG; Oberkochen, 
Deutschland 
i-controlTM Mikrotiterplatten-Analyse Tecan Group Ltd.; Männedorf, 
Schweiz 
VisionCapt Dokumentation und Analyse 
Western Blot 
VILBER LOURMAT Deutschland 
GmbH; Eberhardzell, Deutschland 
SigmaPlot 12.5 Diagrammerstellung Systat Software GmbH; Erkrath, 
Deutschland 
Microsoft Office 2016 Textverarbeitung, 
Grafikerstellung 
Microsoft Corporation; Redmond, 
Washington, USA 
SPSS 25 Statistische Auswertung, 
Diagrammerstellung 







Die Versuchstiere der Rasse „Deutsches Landrassenschwein“ stammten vom Lehr- und 
Versuchsgut Oberholz der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig (Rudolf-
Breitscheid-Straße 38, 04463 Großpösna).  
Die Versuchsreihe wurde in Übereinstimmung mit der EU-Richtlinie 2010/63/EU und unter der 
Bearbeitungsnummer TVV 42/15 durch das Regierungspräsidium Leipzig (Referat 24, 
Braustraße 2, 04107 Leipzig) genehmigt. Die Tiere wurden nach Versuchsabschluss über das 
Institut für Pathologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig in die 
Tierkörperbeseitigungsanlage Sachsen verbracht. 
 
3.3 Studiendesign  
 
Der Versuch gliederte sich in drei Phasen: eine 40-minütige Äquilibrierungsphase, eine 
90-minütige Ischämiephase und eine 120-minütige Reperfusionsphase (Abb. 2). Die Tiere 
erhielten zunächst eine Prämedikation, wurden im Rahmen der Äquilibrierungsphase durch 
Veterinäre adäquat anästhesiert und bei stabilen Kreislaufbedingungen anschließend median 
sternotomiert. Es wurden drei Gruppen à zehn Tiere gebildet. Die Gruppen wurden 
hinsichtlich der Kardioplegielösung randomisiert, die jeweils vor Beginn der EKZ appliziert 
wurde. Es wurde Custodiol® (Dr. Franz Köhler Chemie, Bensheim, D), Custodiol® N und 
Custodiol® plus 1,2 mg/L CsA (Novartis Pharma GmbH, Nürnberg, D) verwendet. Das gesamte 
Operationsteam (Operateur, Operationsassistent, Tierarzt, Kardiotechniker) sowie die am 
Versuch beteiligten Experimentatoren waren bis zum Versuchsende bzw. zum Ende der 
Analysen verblindet. Nach Abschluss aller labortechnischen Analysen wurde die 
Gruppenzugehörigkeit der einzelnen Tiere und Proben entblindet. Zusätzlich zu den drei 
Versuchsgruppen wurden Blutspendeschweine eingesetzt, deren Blut nach Überprüfung des 
Hämatokrits in Blutspende-Beuteln mit Acetatpuffer gewonnen wurde. Die Blutspenden 
wurden jeweils maximal drei bis vier Tage bei 5°C konserviert und für Transfusionen 
verwendet. Pro Versuchstier wurden standardisiert 2 Blutbeutel transfundiert. Der Tod der 




Abb. 2: Studiendesign des Ischämie-Reperfusions-Versuchs. Die Versuchstiere wurden 
jeweils nach Äquilibrierung und Thorakotomie in drei Gruppen zu je zehn Tieren randomisiert, 
wobei drei unterschiedliche Kardioplegielösungen appliziert wurden. Nach extrakorporaler 
Zirkulation und anschließender Reperfusion wurden Nierenbiopsien und Blutentnahmen 
durchgeführt. Die Tiere wurden während des gesamten Versuchsablaufs engmaschig 




Die Überwachung der Vitalparameter, die Dokumentation der Hämodynamik und die 
Anästhesie der Tiere wurde von einem Tierarzt vorgenommen. Die Operationen wurden von 
einem Herzchirurgen im Experimental-Operationssaal des Herzzentrums Leipzig durchgeführt. 
Die Herz-Lungen-Maschine wurde von einem Kardiotechniker bedient. Die verwendeten 
Medikamente sind in Tab. 8 aufgeführt. 
 
3.4.1 Anästhesie, Beatmung und Medikation 
 
Vor dem Transport wurden die Schweine mit 0,5 mg/kg Midazolam, 0,02 mg/kg Atropin und 
15 mg/kg Ketamin i.m. in der Halsmuskulatur nahe des Ohres narkotisiert, um den 
transportbedingten Stress bei den Tieren zu verringern. Anschließend wurde die Narkose im 
Tier-Operationssaal mit einem Bolus bestehend aus 2 mg/kg Propofol i.v. und 0,5 µg/kg 
Sufentanil i.v. über eine Venenverweilkanüle („Vasofix Safety“ 20 G B. Braun, Melsungen, 
Deutschland) in der Vena auricularis vertieft. Die Schweine wurden in Bauchlage mit einem 
Einmal-Trachealtubus oral intubiert (7,5 French, Rüschelit® Super Safety Clear, Teleflex 
Medical Europe Ltd., Athlone, Irland) und in Rückenlage gebracht. Es erfolgte eine 
mechanische Ventilation mit 50-60 Vol.-% Sauerstoff. Ein elektrostatischer Filter (DARTM 
Adult-Pediatric Electrostatic Filter HME, Covidien, Mansfield, Massachusetts, USA) wurde 
zwischen Tubus und Beatmungsgerät installiert. Die Ventilation erfolgte mit einem 
halbgeschlossenen System des Beatmungsgeräts „Cato edition“ (Dräger, Lübeck, 
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Deutschland). Die Beatmungsparameter sind in Tab. 7 aufgeführt. Abhängig vom 
Kohlenstoffdioxid-Partialdruck (Zielbereich 40-45 mmHg) wurden die Beatmungsparameter 
angepasst. Während der EKZ erfolgte die Oxygenierung des Blutes über die EKZ, wodurch die 
maschinelle Beatmung pausiert werden konnte. Am Ende der EKZ wurde der positive 
endexspiratorische Druck (PEEP) kurzzeitig auf 5 mmHg erhöht, um eine Lungenblähung zu 
induzieren und Atelektasen vorzubeugen. Nach der EKZ wurde die inspiratorische 
Sauerstofffraktion (FiO2) auf 100% erhöht. 
Tab. 7: Beatmungsparameter 
Parameter Wert 
Ventilation IPPV (Beatmung mit intermittierend positivem Druck) 
Atemfrequenz 15 - 30 min-1 
Sauerstoff 33-100 Vol-% 
PIP (inspiratorischer Spitzendruck) 25 – 35 mbar 
Vt = Atemzugvolumen 6 - 10 mL/kg Körpergewicht 
PEEP (positiver endexspiratorischer Druck) 0 - 5 mbar 
Ti:Te (Inspirationszeit im Verhältnis zur 
Exspirationszeit) 
1:1 -1:2 
CO2 (exspiratorisch) 35 - 45 mmHg 
 
Zur totalen intravenösen Anästhesie (TIVA), Medikation und Flüssigkeitssubstitution wurde 
ein zentraler Venenkatheter (ZVK; 7 French, ARROW, „Besteck für viellumigen, zentralen 
Venenkatheter mit Blue-FlexTip-Katheter“, Teleflex, Athlone, Irland) in die Vena jugularis 
eingebracht. Weiterhin ermöglichte der ZVK die Installation einer zentralvenösen Drucksonde 
zur Messung des zentralvenösen Drucks (ZVD). Die Narkose wurde mit 30-35 mg/kg/h 
Propofol i.v. und 0,5 µg/kg/h Sufentanil i.v. aufrechterhalten. Vor dem Hautschnitt erhielten 
die Tiere 0,2 mg/kg Pancuroniumbromid i.v., um etwaige Muskelkontraktionen der 
Brustmuskulatur während der Elektrokauterisierung zu verhindern. Während der 
Hypothermiephase (34 °C) wurde die Propofoldosis auf 25 mg/kg/h reduziert. Zur adäquaten 
Antikoagulation wurde vor der EKZ 300 IE/kg Heparin i.v. verabreicht. Nach der EKZ wurde der 
Heparinantagonist Protamin i.v. appliziert. Die Dosis entsprach der zuvor verabreichten 
Heparindosis. Falls nach Beendigung der EKZ eine Kammertachykardie auftrat, wurden die 




Tab. 8: Verwendete Medikamente und Infusionslösungen 
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GmbH; Trittau, D 
0,5 mg/kg i.m. 
Analgesie Sufentanyl-
dihydrogencitrat 
Sufenta 50 µg/mL Janssen-Cilag 
GmbH; Neuss, D 
0,5 µg/kg/h i.v. 
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Inresa Arzneimittel 
GmbH; Freiburg, D 
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1 mg/mL  
Sanofi-Aventis 
GmbH; Frankfurt, D 
ca. 0,01 mg i.v., 
bedarfsangepasst 
Trometamol Tris 36,34% Braun B. Braun 
Melsungen AG; 
Melsungen, D 























D = Deutschland; EKZ = extrakorporale Zirkulation; i.m. = intramuskulär; i.v. = intravenös 
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3.4.2 Operative Vorbereitung und Äquilibrierungsphase 
 
Die Versuchstiere wurden median sternotomiert und der Thymusfettkörper wurde gespalten. 
Das Herz und die dazugehörigen Strukturen wurden freipräpariert und das Perikard eröffnet. 
Der Apex cordis wurde mit einer Tabaksbeutelnaht (2-0 USP Topester, Santec, Großwallstadt) 
versehen und nach einer Stichinzision mit einer 7 Fr MaximumTM Hämostase-Einführschleuse 
(St. Jude Medical; Saint Paul, Minnesota, USA) mittels Seldinger-Technik kanüliert. Ein 
Druckkatheter (Millar MPC-500, Houston, Texas, USA) wurde über diese Einführschleuse in 
den Apex eingebracht und im Cavum des linken Ventrikels platziert. An der Aortenwurzel 
wurde eine Aortenwurzelkanüle („Needle-Vent“, 12 Ga., DLP®, Medtronic, Minneapolis, USA) 
eingebracht. Am Aortenbogen und am rechten Vorhofohr wurden Tabaksbeutelnähte (3-0 
Prolene, Ethicon, Norderstedt, D) vorgelegt. Eine arterielle bzw. eine venöse Kanüle (arteriell: 
Fem-FlexTM femorale Arterienkanüle, 22 French; venös: Trim-Flex Dual Stage Venous Drainage 
Cannula, 29 French; Edwards Lifesciences, Irvine, Kalifornien, USA) wurden vorgebracht und 
mit Tourniquets fixiert. Diese beiden Kanülen wurden mit den Schläuchen der Herz-Lungen-
Maschine verbunden, die mit Primingvolumen gefüllt waren. Sobald diese Verbindung 
bestand, wurde die Körpertemperatur auf 35 °C gesenkt. Dies erfolgte durch Kühlung des 
extrakorporalen Blutes über einen Wärmeaustauscher („Sarns“, 3M, Neuss, D). Die Tiere 
wurden für 40 min äquilibriert. Anschließend erfolgte die Klemmung der Aorta ascendens 
proximal der arteriellen Kanüle mit einer Aortenkreuzklemme.  
 
3.4.3 Einleitung der Kardioplegie 
 
Die jeweilige Kardioplegielösung (5°C) wurde über die Kardioplegie-Kanüle an der 
Aortenwurzel in das Herz und die Koronargefäße appliziert. Pro Versuchstier wurden circa 2 L 
Kardioplegielösung benötigt. Die Tiere erhielten mit einer Rate von 1 mL/g geschätztes 
Herzgewicht/min die jeweilige Kardioplegielösung für 6-8 min. Falls im Verlauf der EKZ 
Herzaktionen auftraten, wurde erneut Kardioplegielösung gegeben. Der Herzstillstand 
erfolgte bei eröffnetem Thorax und einer Körpertemperatur von 34 °C für 90 min.  
 
3.4.4 Extrakorporale Zirkulation mit Herz-Lungen-Maschine – Ischämiephase 
 
Es wurden eine Herz-Lungen-Maschine vom Typ S III (Stöckert Instrumente, Sorin Group, 
Mailand, Italien) mit Rollerpumpen, Konsolen und Einmal-Schlauchsystemen von Terumo 
(Eschborn, D) sowie Einmal-Membranoxygenatoren mit Hartplastikreservoir (Terumo) 
verwendet. Vor der Verbindung des Schlauchsystems mit den Kanülen am Herzen des 
jeweiligen Versuchstiers wurden die Schläuche mit dem Primingvolumen Hydroxyethylstärke 
befüllt, um einen Übertritt von Luft in die Gefäße des Versuchstiers beim Anschluss an die EKZ 
zu verhindern. Da die gesamten Innenwände der Schläuche und Komponenten der EKZ eine 
Fremdoberfläche für das Blut und dadurch ein Thrombosierungsrisiko darstellten, wurde eine 
adäquate Antikoagulation durch Heparin sichergestellt. Der Zielbereich der aktivierten 
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Gerinnungszeit (activated clotting time, ACT) lag bei mindestens 330 s. Erst ab diesem Wert 
erfolgte eine Konnektion des Versuchstiers mit der EKZ. Die ACT wurde in halbstündigen 
Intervallen kontrolliert. Hierfür wurde das Gerät ACT PlusTM (Medtronic GmbH, Meerbusch, D) 
eingesetzt. 
Das venöse Blut gelangte über eine venöse Kanüle im rechten Herzohr durch Sogwirkung in 
ein unter Herzniveau installiertes Reservoir. Auch das Blut, das während der Operation aus 
dem Operationssitus über einen Kardialsauger abgesaugt wurde, konnte diesem Reservoir 
zugeführt werden. Das Blut wurde gefiltert und konnte je nach hämodynamischer Situation 
wieder dem zirkulierenden Volumen hinzugefügt werden. Der Zielwert für den 
maschinengenerierten Blutfluss lag bei 100 mL/min/kg.  
Das gefilterte Blut wurde über die Schläuche und eine Rollerpumpe in einen 
Membranoxygenator weitergeleitet und dort mit Sauerstoff angereichert; eine mikroporöse, 
Polypropylen-beschichtete Hohlfasermembran trennte die Gasseite des Oxygenators von der 
Blutseite. Im Anschluss wurde das Blut durch einen Wärmeaustauscher geleitet und dort auf 
34 °C gekühlt, um die Stoffwechselaktivität zu senken und so die Ischämietoleranz zu erhöhen. 
Anschließend wurde das oxygenierte Blut über eine arterielle Kanüle in den Aortenbogen 
gepumpt und dem Körperkreislauf zugeführt. Die Aortenwurzelkanüle war mit einem 
Ventkatheter kombiniert, der einer Absaugung des Blutes diente, das intraoperativ über die 
Lungen- und Thebesiusvenen in das linke Herz gelangte und zudem eine Luftembolie der 





Durch das Öffnen der Aortenklemme und der daraus resultierenden Reperfusion der 
Koronargefäße mit Blut wurde die Kardioplegie aufgehoben. Dies wurde gegebenenfalls durch 
Katecholamingabe unterstützt. Nach einer Erwärmungszeit von 30 min und dem erfolgreichen 
Beenden der EKZ wurde die Antikoagulation des Blutes durch Protamin antagonisiert, um eine 
normale Gerinnung wiederherzustellen und Blutungskomplikationen während der 
Reperfusionsphase zu vermeiden. Eventuell aufgetretene Volumenverluste wurden 
ausgeglichen. Nach ca. 30 min erreichte die Körpertemperatur wieder die Ausgangswerte, 
woraufhin die Tiere von der EKZ entwöhnt wurden. Nach insgesamt 120 min Reperfusionszeit 
wurde der Versuch durch Herzentnahme beendet und die Proben für die weiteren Analysen 
entnommen. 
 
3.4.6 Intraoperatives Monitoring  
 
Die Schweine wurden während des gesamten Versuchsablaufs engmaschig überwacht. Der 
arterielle Blutdruck wurde mit einem 5F PiCCO®-Katheter (Pulsion Medical Systems; 
Feldkirchen, Germany) in der Arteria femoralis invasiv gemessen, außerdem konnte darüber 
das Herzzeitvolumen via Thermodilutionsmethode bestimmt werden. Dazu wurde über einen 
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Schenkel des ZVKs ein Bolus von 10 mL 0,9%-ige Kochsalzlösung mit einer definierten 
Temperatur von 4 °C injiziert. Ein in der PiCCO®-Katheterspitze enthaltener Thermistor 
detektierte die durch das Durchfließen des Körperkreislaufs resultierende 
Temperaturdifferenz und ermittelt aus der Durchfließdauer und der Verdünnung des Bolus 
das Herzzeitvolumen. Nach einer initialen Kalibrierung dieses Systems konnte das 
Herzzeitvolumen während des Versuchs kontinuierlich durch Pulskonturanalyse überwacht 
werden. Weiterhin wurden kontinuierlich Herzfrequenz, Elektrokardiogramm (EKG), 
periphere Sauerstoffsättigung, Körpertemperatur und Atemfrequenz aufgezeichnet. Zur 
Ableitung von EKGs wurden an den Extremitäten Elektroden angebracht (Dräger, Lübeck, D). 
Die Messung der peripheren Sauerstoffsättigung erfolgte über ein Pulsoxymeter am Schwanz, 
die Körpertemperatur wurde über eine rektale Sonde gemessen (beides Dräger, Lübeck, D). 
Der Zielbereich für die Sauerstoffsättigung lag bei 98 bis 100%. Die Darstellung der 
Vitalparameter erfolgte über das Gerät „Infinity Delta“ (Dräger, Lübeck, D). Der mittlere 
arterielle Blutdruck sollte während der EKZ Werte von 40 bis 60 mmHg nicht unterschreiten, 
gegebenenfalls wurden Infusionen und Norepinephrin appliziert. Der Zielbereich für den ZVD 
lag bei 5 bis 9 mmHg, niedrigere Werten konnten mit Infusionen reguliert werden.  
Halbstündlich wurden arterielle Blutgasanalysen mit dem Blutgasanalysator „ABL 90“ 
(Radiometer GmbH, Krefeld, D) durchgeführt. Zu vier genau definierten Zeitpunkten wurden 
die Hämoglobin- und Laktatkonzentration sowie die Elektrolytkonzentration zusätzlich 
dokumentiert. Die Werte zu Beginn des Versuchs (am Ende der 40-minütigen 
Äquilibrierungsphase, nachfolgend „Äquilibrierungsphase“ genannt) wurden anschließend 
mit den Werten zu Beginn der Ischämiephase („Beginn Kardioplegie“), am Ende der 
Ischämiephase („Ende Kardioplegie“) und am Ende der Reperfusionsphase („120 min 
Reperfusion“) verglichen. 
 
3.4.7 Probenentnahme und Konservierung 
 
Am Ende der Reperfusionsphase wurde jeweils die linke Niere entnommen. Das Gewebe des 
kranialen Drittels wurde der weiteren Aufarbeitung zugeführt. Für die histologische Analyse 
wurden Gewebeteile in phosphatgepufferte Salzlösung mit 4% Paraformaldehyd überführt. 
Außerdem wurden 3x5x5 mm große Gewebestücke in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
für weitere Analysen in Kryo-Röhrchen bei -80 °C kryokonserviert. Aus dem ZVK wurde Blut 
für jeweils 20 mL Serum gewonnen. Es erfolgte eine Zentrifugation des Blutes bei 2000 xg für 
10 min. Der resultierende Überstand wurde in 1,5 mL Reaktionsgefäße aliquotiert und 







Ein Teil der Nierenbiopsien wurden direkt nach der Entnahme in 4% Paraformaldehyd fixiert. 
Anschließend wurden die Gewebestücke zurechtgeschnitten, in Einbettkassetten überführt 
und im Gewebeeinbetter MTP nach dem Protokoll in Tab. 9 eingebettet.  
Tab. 9: Protokoll für die Gewebeeinbettung 
Lösung Temperatur [°C] Zeit [min] 
50% Ethanol 37 60 
70% Ethanol 37 60 
80% Ethanol 37 60 
96% Ethanol 37 60 
96% Ethanol 37 60 
100% Ethanol  37 60 
100% Ethanol 37 60 
100% Xylol 37 60 
100% Xylol 37 60 
100% Xylol 37 60 
Paraffin 60 45 
Paraffin 60 45 
 
Die Gewebestücke wurden in den Einbettkassetten in ein 65 °C warmes Paraffinbad überführt. 
Im flüssigen Paraffin wurden die Einbettkassetten geöffnet, die Stücke vorsichtig mit zwei 
stumpfen Nadeln in den rechteckigen Vertiefungen von kleinen Metallformen platziert und 
mit dem unteren Teil der Einbettkassetten bedeckt. Die mit flüssigem Paraffin gefüllten 
Metallformen wurden für ca. 30 min auf einer Kühlplatte bei -15 °C ausgehärtet. Die 
Metallformen ließen sich dann leicht vom Paraffin ablösen und nur der untere Teil der 
Einbettkassetten verblieb am fertigen Paraffinblock, den man in eine Vorrichtung auf einem 
Schlittenmikrotom einspannen konnte. Die in Paraffin fixierten Proben wurden anschließend 
bei Raumtemperatur gelagert. Zur Herstellung von Schnittpräparaten wurden die Proben auf 
der Kühlplatte für 60 min bei -15 °C gekühlt, bevor mit dem Schlittenmikrotom die 
Paraffinschicht abgetragen wurde, die sich über dem Gewebestück befand. Sobald das 
Präparat gleichmäßig angeschnitten wurde, konnten 2-3 µm dicke Schichten von den 
Paraffinblöcken abgetragen werden. Die Paraffinschnitte wurden in ein 45 °C warmes 
Wasserbad übertragen, in dem durch die Oberflächenspannung des Wassers Falten in der 
dünnen Paraffinschicht geglättet wurden. Die an der Wasseroberfläche schwimmenden 
Schnitte wurden auf vorbeschriftete Objektträger übertragen. Zur Trocknung und 




3.5.2 Proteinextraktion von Nierengewebe in RIPA-Puffer 
 
Für die Analyse der im Nierengewebe enthaltenen Proteine wurde zunächst eine 
Proteinextraktion durchgeführt, die durch Zellaufschluss die Untersuchung von Zellstrukturen 
wie Mitochondrien ermöglicht. Hierfür wurde pro Versuchstier jeweils eine bei -80 °C 
gelagerte Nierengewebeprobe verwendet, die in den einzelnen Schritten immer auf Eis bzw. 
in flüssigem Stickstoff bearbeitet wurde. Mithilfe einer Laborwaage wurden Probenmengen 
von jeweils 60-100 mg abgewogen. Diese Proben wurden in einen Mörser überführt, der mit 
Aluminiumfolie ausgekleidet war und flüssigen Stickstoff enthielt, um ein Auftauen der Probe 
zu verhindern. Die jeweilige Probe wurde in flüssigem Stickstoff gemörsert und anschließend 
in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt, das bereits 500 µL Radioimmunopräzipitationsassay-
Lysepuffer (RIPA-Lysepuffer, pH 7,4) enthielt. Die Zusammensetzung von RIPA-Puffer ist in 
Tab. 10 dargestellt. 
Tab. 10: Zusammensetzung RIPA-Lysepuffer 
Bestandteile RIPA-Lysepuffer Zusammensetzung 
RIPA-Basispuffer  50 mM Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 
Natrium-Desoxycholsäure, 1% Nonidet-P40 
1% PMSF 1% PMSF in Ethanol 
1% Protease/Phosphatase-Inhibitor   
1% EDTA   
EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure ; PMSF = Phenylmethylsulfonylfluorid; 
RIPA = Radioimmunopräzipitationsassay 
 
Die Probe wurde für 30 min auf einem Plattformschüttler in RIPA-Lysepuffer inkubiert. 
Anschließend wurde die Probe für 10 min in einer auf 4 °C gekühlten Zentrifuge bei 12800 g 
zentrifugiert. Der so entstandene Überstand enthielt die Proteine und wurde vorsichtig 
abgenommen, ohne das Pellet auf dem Boden des Reaktionsgefäßes zu berühren. Zunächst 
wurde mit 3,3 µL Proteinextrakt eine 1:10-Verdünnung in RIPA-Lysepuffer ohne 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) hergestellt. Das verbleibende, unverdünnte 
Proteinextrakt wurde zu je 120 µL aliquotiert und in 0,5 mL Reaktionsgefäße überführt. Die 
entstandenen Nierengewebelysate wurden bis zur Weiterbearbeitung bei -80 °C gelagert. 
 
3.5.3 Proteinextraktion von Nierengewebe in Proteasepuffer 
 
Für die Enzymaktivitätsbestimmungen wurde eine Proteinextraktion wie in 3.5.2 durchgeführt 
mit dem Unterschied, dass die Proben nach dem Abwiegen (60-100 mg) und Mörsern in 
jeweils 500 µL Proteasepuffer überführt wurden. Nach 15 s vortexen wurden die Proben mit 
dem Ultraschallhomogenisator zehnmal kurz mit niedriger Intensität behandelt, anschließend 
in 1,5 mL Reaktionsgefäßen für 10 min bei 4 °C zentrifugiert (13000 Umdrehungen/min). Der 
Überstand der Lysate wurde wie in 3.5.2 beschrieben aliquotiert. Die 1:10-Verdünnung wurde 
mit Proteasepuffer hergestellt. Die Zusammensetzung des Proteasepuffers ist Tab. 11 zu 
entnehmen. 
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Tab. 11: Zusammensetzung Proteasepuffer 
Bestandteile Proteasepuffer Zusammensetzung 
99% Protease-Basispuffer 10 mM Tris (pH = 7,5), 1 mM EDTA, 2 mM ATP, 4 mM 
Dithiothreitol, 20% Glycerin ad A. dest 
1% Protease/Phospatase-Inhibitor  
ATP = Adenosintriphosphat, EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure 
 
3.5.4 Proteinkonzentrationsbestimmung von Nierengewebelysaten 
 
Zur Ermittlung des genauen Proteingehalts der einzelnen Proben wurde eine 
Proteinkonzentrationsbestimmung mithilfe von Bicinchoninsäure (bicinchoninic acid, BCA) 
durchgeführt. Dieser BCA-Test basiert auf der Bildung eines Farbstoffkomplexes aus Kupfer-
Ionen und BCA, der photometrisch quantifiziert werden kann. Es wurden das „PierceTM BCA 
Protein Assay Kit“ (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, USA) und 96-Well-
Platten (TPP; Trasadingen, Schweiz) verwendet. Die bei der Proteinextraktion erhaltenen 
Nierengewebelysate wurden auf Eis aufgetaut. Die Standardverdünnungsreihe wurde jeweils 
mit BSA aus dem Kit und mit dem bei der Proteinextraktion verwendeten Puffer wie in Tab. 
12 angegeben hergestellt.  
Tab. 12: Verdünnungsschema für BSA-Standardverdünnungsreihe 
Standard RIPA-Basispuffer bzw. 
Protease-Basispuffer [µL] 
BSA [µL] BSA-Endkonzentration 
[µg/mL] 
A 0 300 2000 
B 125 375 1500 
C 325 325 1000 
D 175 175 aus B 750 
E 325 325 aus C 500 
F 325 325 aus E 250 
G 325 325 aus F 125 
H 400 100 aus G 25 
BSA = bovines Serum-Albumin; RIPA = Radioimmunopräzipitationsassay 
 
Es wurden je 10 µL der Standardverdünnungen in Doppelbestimmung und je 10 µL der 1:10 
verdünnten Proben in Dreifachbestimmung in die Wells der Mikrotiterplatte pipettiert. Die 
Arbeitslösung wurde nach Herstellerangaben vorbereitet und zu den Proben und Standards 
hinzugefügt, danach wurde die Mikrotiterplatte 30 min bei 37 °C und 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte eine photometrische Absorptionsmessung 
bei einer Wellenlänge von 560 nm (mit einer Referenzwellenlänge von 666 nm) mit dem Gerät 
„Tecan Infinite® 200 PRO“ und der Software „i-controlTM“ (Tecan Group Ltd.; Männedorf, 
Schweiz). Nach der Erstellung einer Eichgerade aus den Messwerten der 
Standardverdünnungsreihe erfolgte die Berechnung der Proteinkonzentrationen der 





Als Übersichtsfärbung wurde an Paraffinschnitten die sogenannte Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
(HE) durchgeführt. Negativ geladene, basophile Nukleinsäuren werden durch den positiv 
geladenen Farbstoff Hämalaun blau dargestellt, während als Gegenfärbung das saure Eosin G 
Strukturen wie Bindegewebe und Zytoplasma in verschiedenen Rottönen anfärbt. Zunächst 
wurden die Schnitte in Xylol für 10 min und erneut für 3 min entparaffiniert. Die Proben 
wurden mit Ethanol in absteigenden Konzentrationen (100%, 96%, 70% und 50%) für jeweils 
3 min und anschließend in destilliertem Wasser für 2 min hydriert. Es erfolgte eine 
Kernfärbung mit Hämalaun sauer nach Mayer für 10 min. Anschließend wurden die Schnitte 
15 min lang unter fließendem Leitungswasser gebläut, kurz in 0,1% Salzsäure gespült und dann 
mit 0,25% Eosin G für 5 min gegengefärbt, um das Plasma sichtbar zu machen. Nach 
einminütiger Spülung in A. dest. wurden die Proben mit Ethanol in aufsteigenden 
Konzentrationen (70%, 96%, 100%) für jeweils 3 min entwässert. Es folgten zwei Klärschritte 





Zur immunhistochemischen Untersuchung der Nierenbiopsien erfolgten drei verschiedene 
Färbungen nach einer indirekten Methode, der sogenannten Zwei-Schritt-Methode. Hierbei 
werden die Schnitte zuerst mit einem Primärantikörper und im Anschluss mit einem 
Sekundärantikörper inkubiert, was zu einer Signalverstärkung führt und die Methode 
sensitiver macht. Die Antikörper wurden mit 2% bovinem Serum-Albumin (BSA) verdünnt. 
Zunächst wurden die Paraffinschnitte dreimal für je 10 min in Xylol entparaffiniert und 
anschließend mit Ethanol in absteigender Konzentration (100%, 96% und 70%) jeweils 5 min 
gewaschen. Nach fünfminütigem Hydrieren in destilliertem Wasser wurden die Schnitte für 
10 min in Tris-gepufferter Kochsalzlösung (tris buffered saline, TBS-Puffer) gewaschen. 
Anschließend wurden die Proben für 30 min in 0,01 M Natriumcitrat (pH = 6,0) in einer 
Mikrowelle bei 700 W erhitzt und danach für 15 min bei Raumtemperatur abgekühlt. Zur 
Blockierung der engodenen Peroxidase wurden die Schnitte für 50 min in eine 0,1% 
Wasserstoffperoxid-Lösung (48 mL Methanol, 32 mL TBS, 240 µL 30% H2O2) überführt und im 
Anschluss dreimal für jeweils 5 min in TBS-Puffer gewaschen. Nach Umrandung der Proben 
mit Fettstift, um eine gezielte Auftragung der Lösungen zu ermöglichen, wurden die 
Objektträger in eine feuchte Kammer überführt und für 60 min mit 2% BSA überschichtet, um 
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde der entsprechende 
Primärantikörper (Tab. 13) aufgetragen und bei 4 °C über Nacht in der feuchten Kammer 
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte für 30 min bei Raumtemperatur 
erwärmt und nach dreimaligem Waschen für 5 min mit TBS mit dem jeweiligen 
Sekundärantikörper bzw. mit Dako-Lösung (Tab. 14)  überschichtet und für 30 bzw. 60 min 
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS für jeweils 5 min wurde eine 
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3-Amino-9-Ethylcarbazol-Färbelösung (AEC) aufgetragen und für 30 min inkubiert. 
Anschließend wurden die Schnitte 5 min in TBS gewaschen und es wurde eine Kernfärbung 
mit Hämalaun sauer nach Mayer für 5 min durchgeführt. Danach wurden die Schnitte unter 
fließendem Leitungswasser für 5 min gebläut. Die Fettstiftmarkierungen wurden entfernt und 
die Schnitte mit Glycerolgelatine und Deckgläsern eingedeckt. 
Tab. 13: Primärantikörper für die Immunhistochemie 
Zielstruktur Antikörper Verdünnung Firma 
AIF AIF (E-1) (sc-13116) 1:80 Santa Cruz Biotechnology, Inc.; 
Heidelberg, D 
HIF1α Anti-HIF1α antibody, 
(ab16066) 
1:100 Abcam; Cambridge, 
Großbritannien 
Nitrotyrosin Anti-3-Nitrotyrosine mAb 
(MC-374) 
1:100 Kamiya Biomedical Company; 
Seattle, Washington, USA 
 
Tab. 14: Sekundärantikörper für die Immunhistochemie 
Zielstruktur Antikörper Verdünnung; 
Inkubation 
Firma 
AIF DakoREALTM EnVisionTM 
HRP rabbit/mouse 
keine; 30 min Dako Denmark; Glostrup, 
Dänemark 
HIF1α Anti-Mouse IgG-Peroxidase 
antibody produced in rabbit 
(A9044) 
1:200; 60 min Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 
Steinheim, D 
Nitrotyrosin Anti-Mouse IgG-Peroxidase 
antibody produced in rabbit 
(A9044) 
1:200; 60 min Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 
Steinheim, D 
 
Die Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) in den Zellkern von 
Nephronstrukturen und Sammelrohren wurde untersucht und als indirekter Marker für pro-
apoptotische Prozesse gewertet.49  
Die Anfärbbarkeit von HIF-1α in den Zellkernen von Strukturen des Nephrons und von 
Sammelrohren wurde untersucht. Die Translokation von HIF-1α in den Zellkern war ein 
Hinweis für das Auftreten hypoxischer Bedingungen. Es gilt zu beachten, dass auch das Zytosol 
rötlich erscheinen kann, da auch im physiologischen Zustand geringe Mengen von 
HIF-1α-Untereinheiten vorliegen können.110–112 
3-Nitrotyrosin ist eine stabile Struktur und daher sehr gut zur Beurteilung von nitrosativem 
Stress geeignet. Außerdem ist es ein Marker für das Ausmaß eines oxidativen Schadens der 
DNS.113,114 Die Anfärbbarkeit von 3-Nitrotyrosin im Zytosol der untersuchten 
Nephronstrukturen und Sammelrohren ist ein Zeichen dafür, dass eine Zelle nitrosativem 




3.8 Analyse der histologischen Präparate 
 
Die angefertigten Schnitte wurden mithilfe des Lichtmikroskops „AxioPlan 2“ analysiert. Nach 
einer orientierenden Untersuchung mit einer 100-fachen Vergrößerung wurden von jedem 
Präparat in 200-facher Vergrößerung Bilder mit dem Kamerasystem „AxioCam MRc5“ 
angefertigt. Sämtliche Präparate wurden verblindet ausgewertet. Die vollständigen 
Messwerte der einzelnen Färbungen sind in tabellarischer Form im Anhang (Tab. 24 bis Tab. 
28) aufgeführt.  
Zur morphologischen Beurteilung des Nierengewebes in HE-gefärbten Paraffinschnitten 
wurden pro Versuchstier Bilder von 20 Glomeruli und zehn proximalen Tubuli aufgenommen. 
Bezüglich der Glomeruli wurden mit der Software „AxioVision Release 4.8.2 SP3“ das Lumen 
der Bowman-Kapsel, die Gesamtfläche der Glomeruli und der Abstand zwischen Bowman-
Kapsel und Gefäßknäuel gemessen. Außerdem wurden die Zellhöhe und die Durchmesser der 
proximalen Tubuli gemessen.  
Zur Untersuchung der immunhistochemischen Präparate wurden pro Versuchstier jeweils 
zehn Bilder von zufällig gewählten Arealen der Präparate mit der Kamera „AxioCam“ 
aufgenommen, um Nephronstrukturen und Sammelrohre sowie jeweils 20 Glomeruli 
auszuwerten. Außerdem wurden pro Versuchstier Bilder von je 20 Glomeruli erstellt. Zur 
Bildanalyse wurde die Software „ImageJ 2.0.0“ verwendet. Es wurden jeweils zehn proximale 
Tubuli, Intermediärtubuli, distale Tubuli und Sammelrohre sowie jeweils 20 Glomeruli 
ausgewertet. Relevant für die Auswertung war dabei jeweils die Anfärbbarkeit/rötliche 
Färbung spezifischer Zellstrukturen und der Anteil dieser positiv gefärbten Zellstrukturen an 
der Gesamtstruktur.  
 
3.9 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) 
 
Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ist 
ein Verfahren für den Nachweis und die Quantifizierung von Proteinen durch spezifische 
Wechselwirkungen zwischen Antikörpern und Antigenen, die durch eine Farbreaktion sichtbar 
gemacht werden.115,116 Die eingesetzten Kits (Tab. 15) wurden nach Herstellerangaben 
verwendet. Die Proben wurden nach Vorschrift des Herstellers aufgearbeitet und bis zur 
Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.  
Bei sogenannten indirekten Sandwich-ELISAs (Abb. 3) befindet sich der erste Antikörper in den 
Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte, die vom Hersteller damit vorbeschichtet wurde. Dieser 
bindet spezifisch an ein Antigen, dessen Konzentration in einer Probe untersucht werden 
sollte.116 Durch mehrere Waschschritte werden die nicht gebundenen Antikörper entfernt. Ein 
zweiter Antikörper, der sogenannte Detektionsantikörper, ist an das Enzym Meerrettich-
Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt und bindet ebenfalls spezifisch das 
gleiche Antigen, jedoch an einem anderen Epitop.115,116 Nach Entfernen der nicht gebundenen 
Antikörper durch mehrere Waschschritte wird ein Chromogen hinzugefügt (z.B. 
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3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin, TMB), das von der HRP umgesetzt wird und nach Hinzufügen 
der Stop-Lösung eine gelbe Farbreaktion zeigt.  
Eine Standardverdünnungsreihe mit bekannten Konzentrationen wurde jeweils in 
Doppelbestimmung erstellt. Mit dem Gerät „Tecan Infinite® 200 PRO“ und der Software „i-
controlTM“ wurde eine optische Extinktionsmessung bei einer Wellenlänge von 450 nm (mit 
einer Referenzwellenlänge von 540 nm) durchgeführt. Die Konzentration der untersuchten 
Substanz in der jeweiligen Probe konnte durch einen Vergleich der gemessenen optischen 
Dichte mit der Eichgerade der Standardverdünnungsreihe ermittelt werden. 
 
Abb. 3: Schematischer Ablauf eines indirekten Sandwich-ELISAs. Auf einer mit 
Primärantikörper beschichteten Mikrotiterplatte wurde als Antigen Standardverdünnung, 
Zelllysat bzw. eine Negativkontrolle hinzugefügt. Der Primärantikörper konnte an dieses 
Antigen binden. Ein HRP-konjugierter Sekundärantikörper und das Chromogen TMB wurden 
eingesetzt. TMB wurde durch HRP umgesetzt. Die Reaktion mit Stop-Lösung führte zu einer 
Gelbfärbung.115,116 HRP = horseradish peroxidase; TMB = Tetramethylbenzidin. 
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Tab. 15: Verwendete ELISA-Kits 
 NGAL FABP-1 Cystatin C Cytochrom C 
ELISA-Kit Porcine NGAL Fatty Acid 
Binding Protein 
1, Liver (FABP1) 




Produktnummer EP0121 SEB566Po EKU03563 CSB-EL006328PI 
Firma Wuhan Fine 










Sensitivität < 0,094 ng/mL < 0,134 ng/mL < 3,4 ng/mL < 9,75 pg/mL 





























































FABP-1 = Fettsäurebindungsprotein; NGAL = Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin 
 
 
3.10 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate, 
SDS-PAGE) ist eine analytische Methode zur Auftrennung von Proteinen. Proteine binden pro 
Gramm jeweils gleiche Mengen von Natriumdodecylsulfat, das die Eigenladung der Proteine 
ausgleicht. Dies ermöglicht die Auftrennung der Proteine ausschließlich nach ihrer 
Molekülmasse.117–119 Glasplatten, Kämme und Platzhalter wurden mit Isopropanol gereinigt 
und entsprechend den Herstellerangaben für die Gelherstellung zusammengefügt. Die 
erwünschte Höhe des Gels wurde mit dem Einführen eines Kamms zwischen die Glasplatten 
festgelegt und markiert. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tab. 16 
dargestellt. Zur Herstellung eines 15%-igen Trenngels und eines 4%-igen Sammelgels wurden 
zuerst A. dest., Sammel- bzw. Trenngelpuffer und 30% Acrylamid/Bis-Lösung in den jeweiligen 
Mengen in zwei Bechergläser pipettiert (Tab. 17). 
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Tab. 16: Zusammensetzung der Puffer für die Gelelektrophorese 
Puffer Zusammensetzung pH-Wert 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris, 8 mM EDTA, 10 mM SDS ad A. dest. 8,8 
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris, 8 mM EDTA, 10 mM SDS ad A. dest. 6,8 
Laufpuffer 50 mM Tris, 3,5 mM SDS, 384 mM Glycin ad A. dest. 8,9 
5X LaemmLi-Puffer 0,5 M Tris, 50% Glycerol, 10% SDS, 25% ß-Mercapto-
ethanol, 0,05% Bromphenolblau ad A. dest. 
6,8 
EDTA = Ethylendiamintetraessigsäure; SDS = sodium dodecyl sulfate 
 
Tab. 17: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel für die Gelelektrophorese 
Lösung Trenngel Sammelgel 
destilliertes Wasser 7,6 mL 7,8 mL 
Puffer 7,5 mL Trenngelpuffer 3,3 mL Sammelgelpuffer 
30% Acrylamid/Bis-Lösung 15 mL 2 mL 
TEMED 100 µL 40 µL 
10% APS 180 µL 150 µL 
APS = Ammoniumperoxodisulfat; TEMED = Tetramethylethylendiamin 
 
Im Anschluss an die Zugabe von Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 10% 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) wurde das Trenngel in die Gelkammer pipettiert und mit 
Isopropanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurde das 
Isopropanol abgegossen. Zur vollständigen Entfernung wurde mit A. dest. gespült. Reste 
wurden mit Filterpapierstreifen entfernt. TEMED und 10% APS wurden dem Sammelgel 
hinzugefügt. Anschließend wurde das Sammelgel zügig auf das Trenngel pipettiert. Ein Kamm 
wurde in das Sammelgel eingeführt, um die Probentaschen zu bilden. Nach Auspolymerisation 
des Sammelgels wurde das Gel in den Glasplatten in einem vertikalen Doppel-
Gelelektrophoresesystem der Firma Peqlab (Erlangen, Deutschland) platziert. Auf der 
gegenüberliegenden Seite der Apparatur wurde dieses Vorgehen für ein zweites Gel 
wiederholt. Das System wurde anschließend mit SDS-Laufpuffer befüllt. 
Die zu untersuchenden Proben wurden auf Eis aufgetaut und abhängig von der jeweiligen 
Proteinkonzentration in RIPA-Puffer verdünnt, sodass das aufgetragene Volumen stets eine 
Proteinmenge von 40 µg enthielt. Zu jeder Probe wurden 4 µL 5X LaemmLi-Puffer pipettiert, 
anschließend wurden die Proben für 5 min bei 95 °C inkubiert und 5 s zentrifugiert. Nach der 
vorsichtigen Entnahme des Kammes aus dem Gel wurden in die entstandenen Geltaschen je 
20 µL Probe mit einer Hamilton-Mikroliterspritze aufgetragen. In der ersten Geltasche wurden 
zur Kontrolle der Proteinauftrennung und zur späteren Bestimmung des jeweiligen 
Molekulargewichts 5 µL des Proteinmarker IV „Prestained“ aufgetragen. Die 
Gelelektrophoresekammer wurde an den Stromversorger „PowerPac 200“ angeschlossen. Bei 
einer konstanten Spannung von 70 V durchliefen die Proteine das Sammelgel. Anschließend 
wurde die Spannung auf 100 V erhöht. Sobald die Lauffront nach ca. 2 h den unteren Rand des 
Trenngels erreichte, wurde die Apparatur von der Stromversorgung getrennt und die 
Elektrophorese beendet. Das Trenngel, das die aufgetrennten Proteine enthielt, wurde 
anschließend für die Untersuchung mittels Western Blot verwendet. 
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3.11 Western Blot 
 
Die Western-Blot-Methode ist ein biochemisches Analyseverfahren. Proteine, die zuvor 
mittels Gelelektrophoreseverfahren wie der SDS-PAGE aufgetrennt wurden, werden von 
einem Polyacrylamidgel auf eine Trägermembran übertragen. Die negativ geladenen Proteine 
wandern in einem angelegten elektrischen Feld in Richtung Anode und werden in einer 
Trägermembran aufgenommen.117,119 Mithilfe der Banden eines Proteinmarkers können die 
Banden der Zielproteine auf der Membran in einer für das jeweilige Protein charakteristischen 
Höhe identifiziert und anschließend quantifiziert werden. Die verwendeten Puffer und 
Lösungen sind in Tab. 18 aufgelistet. 
Tab. 18: Zusammensetzung von Puffern und Lösungen für Western Blot 
Puffer und Lösungen Zusammensetzung 
Towbin-Transferpuffer 25 mM Tris, 0,7 mM SDS, 192 mM Glycin, 20% Methanol ad A. dest. 
TBS-Tween (TBS-T) 50 mM Tris, 250 mM NaCl, 0,1% Tween® 20 ad A. dest. (pH 7,4) 
Ponceau-S-Lösung 10,4 mL 96%ige Essigsäure, 189,6 mL A. dest., 1 g Ponceau S 
5% Magermilchlösung 10 g Milchpulver, 200 mL TBS-Tween 
Stripping Puffer 
RestoreTM PLUS 
Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham, Massachusetts, USA 




Pro Gel wurden sechs Whatman-Filterpapiere in Transferpuffer getränkt. Eine 
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) wurde 5 min in Methanol aktiviert und in 
Transferpuffer getränkt. Mit einer Semi-Dry-Blotting-Kammer wurden die Proteine auf die 
PVDF-Membran übertragen. Hierfür wurden drei Filterpapiere und die PVDF-Membran auf 
der Anoden-Plattenelektrode der Blotting-Kammer platziert. Die Sammelgelschicht wurde 
vom Trenngel mit einem Spatel abgetrennt und die Glasplatten wurden entfernt. Das Trenngel 
wurde auf die PVDF-Membran gelegt. Es wurden drei weitere Filterpapiere auf dem Trenngel 
platziert. Die Blottingkammer wurde mit der Kathoden-Plattenelektrode verschlossen. Der 




Abb. 4: Schematischer Aufbau eines Semi-Dry Western Blots. Der Strom fließt von der 
negativ geladenen Kathoden-Plattenelektrode zur positiv geladenen Anoden-
Plattenelektrode und bewirkt die Übertragung der Proteine auf die PVDF-Membran. PVDF = 
Polyvinylidenfluorid. 
 
Für den Proteintransfer wurde die Kammer an den Stromversorger „BluePower 500“ 
angeschlossen und für 90 min mit einer konstanten Stromstärke von 400 mA betrieben. Die 
PVDF-Membran wurde daraufhin aus der Apparatur entnommen und für die weiteren Schritte 
verwendet. Die einzelnen Inkubations- und Waschschritte wurden bei Raumtemperatur in 
Western-Blot-Wannen auf einem wippenden Plattformschüttler ausgeführt. Durch eine 
Anfärbung der PVDF-Membran für 5 min mit Ponceau-S-Lösung wurde die Übertragung der 
Proteine auf die Membran kontrolliert. 
 
3.11.2 Applikation der Antikörper 
 
Die Membran wurde dreimal mit A. dest. entfärbt und für 1 h in 5% Magermilchlösung 
inkubiert, wodurch unspezifische Bindungsstellen blockiert wurden. Anschließend wurde die 
Membran in einer Folie in 10-15 mL Primärantikörper-Verdünnung (Tab. 19) in 5% Milch 
eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die eingeschweißte 
Membran für 30 min bei Raumtemperatur erwärmt und dreimal für je 5 min mit Tris-buffered 
saline with Tween20 (TBS-T) gewaschen. Anschließend wurde die Membran für 1 h mit 




Tab. 19: Antikörper für den Western Blot 
Protein Primärantikörper Verdünnung Firma 
Cytochrom C Cytochrome C Antibody 
(NB100-56503) 
1:1000 Novus Biologicals; Littleton, 
USA 
AIF AIF Antikörper (sc-5586) 1:200 Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.; Heidelberg, D 
GAPDH Anti-GAPDH-Antibody  
(5G4Mab 6C5) 
1:5000 HyTest Ltd; Turku, Finnland 
Protein Sekundärantikörper Verdünnung Firma 
Cytochrom C Anti-Mouse IgG-Peroxidase 
antibody produced in rabbit 
(A9044) 
1:2000 Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH; Steinheim, D 
AIF Anti-rabbit IgG-Peroxidase 
antibody produced in goat 
(A9169) 
1:1000 Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH; Steinheim, D 
GAPDH Anti-Mouse IgG-Peroxidase 
antibody produced in rabbit 
(A9044) 
1:5000 Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH; Steinheim, D 




Als Chemilumineszenzsubstrat wurde „SuperSignalTM West Pico“ bzw. „SuperSignalTM West 
Dura“ nach Herstellerangaben verwendet. Dieses Substrat wird durch die an den 
Sekundärantikörper gebundene HRP in Luminol umgesetzt. Diese oxidierte Form kann für 
kurze Zeit Licht emittieren, bevor es wieder in den reduzierten Grundzustand übergeht und 
dadurch detektiert werden kann. Das Chemilumineszenzsubstrat wurde direkt vor der 
Verwendung hergestellt. Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit wurde die Membran in 
einer Folie zur Detektion der Chemilumineszenz im Chemilumineszenz-Bildwandler „Fusion 
Solo S“ (Vilber Lourmat, Eberhardzell, D) platziert und belichtet. Die Berechnung der idealen 
Belichtungszeit nahm das Gerät selbstständig vor. Mithilfe des integrierten 
Festwinkelobjektivs und der Software „VisionCapt“ (Vilber Lourmat, Eberhardzell, D) wurden 
Aufnahmen von den Proteinbanden und den Proteinmarkern erstellt. Anschließend wurden 
die Membranen zur Aufbewahrung in TBS-T überführt, um einer Austrocknung vorzubeugen. 
Die vollständigen Aufnahmen der Membranen sind im Anhang zu finden (Abb. 34, Abb. 35). 
 
3.11.4 Stripping und Blocken einer Membran 
 
Um verwendete Primär- und Sekundärantikörper von einer Membran zu entfernen, wurde 
diese dreimal 5 min in TBS-T gewaschen, 15 min in Stripping Puffer inkubiert und erneut 
dreimal 5 min in TBS-T gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran für 1 h in 5% Milch 
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inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Hierdurch war es möglich, die 
Membran erneut mit einem anderen Primär- und Sekundärantikörper zu inkubieren.  
 
3.11.5 Referenzprotein und densitometrische Auswertung 
 
Das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Referenzprotein 
verwendet. Nach der Applikation des jeweiligen Primärantikörpers und des dazugehörigen 
Sekundärantikörpers war für die Anwendung eines GAPDH-Antikörpers ein Stripping und 
Blocken der Membran nötig. Die densitometrische Auswertung aller Aufnahmen erfolgte mit 




Im Rahmen der Atmungskette fallen im physiologischen Zustand ROS an. Bei oxidativem Stress 
und Zellschädigung wird die ROS-Produktion hochreguliert.49 Die Beurteilung der ROS-
Konzentration erfolgte über Aktivitätsbestimmungen von drei Enzymen, die an der Produktion 
und dem Abbau von ROS beteiligt sind. Ein schematischer Überblick der von diesen Enzymen 
katalysierten Reaktionen ist in Abb. 5 dargestellt.  
 
Abb. 5: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies. Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 
(ROS) steigt bei Zellschädigung und oxidativem Stress stark an. Das Enzym NADPH-Oxidase 
katalysiert die Produktion des Radikals O2-, das mit Wasser zum Hydroperoxyl-Radikal 
reagieren kann. Das Enzym Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Reaktion von 2 
Hydroperoxylradikalen zu Sauerstoff und dem hochreaktiven Wasserstoffperoxid, das von der 
Katalase in 2 Moleküle Wasser und 1 Molekül Sauerstoff umgesetzt werden kann. ROS = 






Zur Beurteilung der NADPH-Oxidase-Aktivität wurde Krebs-Henseleit-Puffer (118 mM NaCl, 
4,7 mM KCl, 1,6 mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 1,2 mM KH2PO4 ad A. dest.) 1:20 mit A. dest. 
verdünnt. Zu 50 mL dieser Lösung wurde in einem Zentrifugenröhrchen 25 mM D-Glucose und 
1,2 mM NaHCO3 hinzugefügt. Anschließend wurde für 5 min ein Gasgemisch aus 5% CO2 und 
95% O2 eingebracht. Es wurden 4 mM Cytochrom C und 10 mM NADPH in PBS (pH 7,1) 
hinzugefügt. Nierenzelllysate in Proteasepuffer wurden auf Eis aufgetaut und je nach 
Proteinkonzentration der Probe mit Proteasepuffer auf eine Endproteinkonzentration von 
1,0-1,2 mg/mL verdünnt. Die Proben wurden 1:400 verdünnt. Jeweils 150 µL dieser 
Verdünnung wurden in Doppelbestimmung in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. Als 
Negativkontrolle diente eine 1:400-Verdünnung von A. dest. in Arbeitslösung. Mit dem Gerät 
„Tecan Infinite® 200 PRO“ und der Software „i-controlTM“ wurde eine optische 
Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von 550 nm durchgeführt. Die Messdauer betrug 
insgesamt 10 min mit Messintervallen von jeweils 30 s. Der in der Negativkontrolle ermittelte 
Mittelwert wurde jeweils von den Messwerten der Proben subtrahiert. Die NADPH-Oxidase-
Aktivität in der jeweiligen Probe wurde mit der folgenden Formel berechnet: 
NADPH − Oxidase − Aktivität	[𝑚𝑈/𝑚𝑔] = :
; 𝑇1 − 𝑇0𝐸	(𝐶𝑦𝑡𝐶)E	× 	400
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑘𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	[𝑚𝑔/𝑚𝐿]R	÷ 1000 
Formel 1: Berechnung der NADPH-Oxidase-Aktivität. T0 = Messzeitpunkt 0 min, 
T1 = Messzeitpunkt 10 min, E (CytC) = Definitionsgröße des Cytochrom C = 19. 
 
3.12.2 Superoxiddismutase (SOD) 
 
Das Enzym Superoxiddismutase (SOD) katalysiert eine Disproportionierung von Superoxid-
Anionen zu Wasserstoffperoxid. Durch die SOD kann eine Autooxidation von Pyrogallol 
inhibiert werden. Pyrogallol ist ein Benzolderivat, das durch Oxidation in Kohlenstoffdioxid, 
Purpurogallin und Essigsäure übergeht. Hierbei kommt es zu einer Braunfärbung. Über eine 
Absorptionsmessung der Farbänderung kann man somit die SOD-Aktivität in einer Probe 
bestimmen. Nierenzelllysate in Proteasepuffer wurden auf Eis aufgetaut und je nach 
Proteinkonzentration der Probe mit Relaxing-Puffer (99% Relaxing-Basispuffer mit 1% 
Protease-Phosphatase-Inhibitor, Tab. 20) auf eine Endproteinkonzentration von 1,0-







Tab. 20: Zusammensetzung Relaxing-Basispuffer 
Bestandteile Relaxing-Basispuffer Konzentration 
HEPES 90 mM 
KCl 126 mM 
NaCl 36 mM 
MgCl 1 mM 
EGTA 50 mM 
ATP 8 mM 
Kreatinphosphat 10 mM 
ad A. dest. 
ATP = Adenosintriphosphat, EGTA = Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure, 
HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
 
Tab. 21: Arbeitslösung für die SOD-Aktivitätsbestimmung 
Stocklösung Menge pro 1 mL Arbeitslösung 
50 mM Tris (pH 8,3) 988 µL 
10 mL 10 mM HCl mit 30 mg Pyrogallol 8,5 µL 
630 µL 50 mM Tris (pH 9,0) mit 370 µL Katalase 3,5 µL 
 
Die Proben und Negativkontrollen wurden 1:400 verdünnt und in Doppelbestimmung mit 
150 µL pro Well auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Absorptionsmessung erfolgte analog zu 
3.12.1, allerdings bei einer Wellenlänge von 420 nm. Aus den zu verschiedenen Zeitpunkten 
in Doppelbestimmung gemessenen Werten der Proben und der Negativkontrolle wurden 
jeweils Mittelwerte gebildet. Die SOD-Aktivität wurde mit den folgenden Formeln berechnet: 
∆𝑇 = 𝑇1 − 𝑇0 
𝑃𝑦𝑟𝑜𝑔𝑎𝑙𝑙𝑜𝑙 − 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛	[%] = 	7
∆𝑇(𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)
∆𝑇(𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)@ 	× 	100% 




50% e ÷ 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑘𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	[
𝑚𝑔
𝑚𝐿] 
Formel 2-4: Berechnung der SOD-Aktivität. T0 = Zeitpunkt 0 min; T1 = Zeitpunkt 10 min; 




Zur Bestimmung der Katalase-Aktivität wurde mit 50 mL PBS (pH 7,1) und 70 µL 35% H2O2 
zunächst eine Arbeitslösung hergestellt. Die geeigneten Konzentrationen für die Arbeitslösung 
wurden durch wiederholte Absorptionsmessungen ermittelt. Bei der verwendeten 
Kombination lag eine optische Dichte von 0,4 bei einer Wellenlänge 240 nm vor. Die 
Arbeitslösung wurde 60 min bei 7 °C inkubiert. Die Nierenzelllysate in Proteasepuffer wurden 
auf Eis aufgetaut und mit Relaxing-Puffer auf Proteinkonzentrationen von 1,0-1,2 mg/mL 
verdünnt. Von jeder Probe wurde eine 1:35 Verdünnung in Arbeitslösung hergestellt. Von 
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jeder Probe wurden in Doppelbestimmung je 150 µL pro Well auf eine spezielle, UV-Licht-
durchlässige 96-Well-Platte („pureGradeTM“, Brand GmbH & Co. KG; Wertheim, D) pipettiert. 
Als Negativkontrolle dienten je 150 µL Arbeitslösung. Die Absorptionsmessung erfolgte analog 
zu 3.12.1 bei einer Wellenlänge von 240 nm. Aus den in Doppelbestimmung gemessenen 
Werten der Proben und Negativkontrollen wurden jeweils die Mittelwerte gebildet und die 
Werte der Negativkontrollen wurden jeweils von den Probenmesswerten subtrahiert. Die 
folgende Formel diente der Berechnung der Katalase-Aktivität: 
𝐾𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒 − 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡	 Z
∆𝑈
𝑚𝑔[ =
g𝑇1 − 𝑇00,04 i × 	35,227
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑘𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	[𝑚𝑔𝑚𝐿]
 
Formel 5: Berechnung der Katalase-Aktivität. T0 = Zeitpunkt 0 min, T1 = Zeitpunkt 10 min, 
0,04 = molekularer Extinktionskoeffizient bei 240 nm. 
 
3.13 Statistische Analysen 
 
Die statistischen Analysen erfolgten mit der Software SPSS Version 25. Sofern nicht anders 
angegeben, wurden die erhobenen Daten als Mittelwert und Standardfehler dargestellt. Um 
die Signifikanz von Unterschieden zwischen den drei Versuchsgruppen zu analysieren, wurde 
eine einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) durchgeführt. Zur 
Untersuchung von Varianzgleichheit wurde der Levene-Test angewandt. Bei Varianzgleichheit 
wurden die Werte nach „sum of squares“ beurteilt. Wenn keine Varianzgleichheit 
angenommen werden konnte, wurden die Werte mit dem Welch-Test interpretiert. Als post-
hoc Tests wurden der Dunnett-T3-Test und der Scheffé-Test durchgeführt. Zum Vergleich von 
je zwei Mittelwerten wurde der t-Test für unabhängige Stichproben angewandt. Bei der 
Analyse von Daten mit Messwertwiederholungen (z.B. bei den Elektrolyt-, Hämoglobin- und 
Laktatkonzentrationen) wurde zur Untersuchung der Sphärizität der Mauchly-Test 
angewandt, weiterhin wurden Innersubjekteffekte und Innersubjektkontraste beurteilt. Da 
die Kardioplegie mittels Custodiol® den derzeitigen Goldstandard am Herzzentrum Leipzig 
darstellt, wurden die Daten der Custodiol® N- sowie der Custodiol®/CsA-Gruppe jeweils mit 
dem Goldstandard verglichen. Als Signifikanzniveau wurde für alle Analysen ein p-Wert von ≤ 
0,05 definiert. Zur grafischen Darstellung der statistischen Auswertungen wurden SigmaPlot 





4.1 Gruppencharakteristika und Hämodynamik 
 
Die Tiere waren 19 bis 21 Wochen alt und hatten ein Gewicht von 53,5 ± 3,1 kg und eine Größe 
von 120 ± 4 cm. In der Custodiol®-Gruppe konnte der Versuch bei einem Tier aufgrund von 
Rechtsherzversagen und Asystolie nicht abgeschlossen werden. In der Custodiol® N-Gruppe 
waren zwei Tiere betroffen, bei denen Kammerflimmern bzw. ein atrioventrikulärer Block III° 
mit anschließender Asystolie auftraten. In der Custodiol®/CsA-Gruppe wurde ein Tier 
aufgrund von atrioventrikulärem Block III° mit anschließender Asystolie ausgeschlossen. Die 
Mortalität lag daher in der Custodiol®- und Custodiol®/CsA-Gruppe jeweils bei 10%, in der 
Custodiol® N-Gruppe bei 20%. Die hämodynamischen Parameter Herzfrequenz, Blutdruck, 
mittlerer arterieller Druck, zentraler Venendruck (ZVD), pH-Wert, Herz-Zeit-Volumen (HZV), 
intraventrikuläre Druckanstiegsgeschwindigkeit, globales enddiastolisches Volumen (GEDV) 
und systemischer vaskulärer Widerstandsindex (SVRI) waren zu Beginn des Versuchs (am Ende 
der Äquilibrierungsphase, Tab. 22) und am Ende der Reperfusionsphase ( 
Tab. 23) zwischen den Gruppen vergleichbar. Am Ende der extrakorporalen Zirkulation und 
nach Wiedererwärmung waren zum Teil Defibrillationen nötig, um einen Sinusrhythmus 
wiederherzustellen. Die Anzahl der Defibrillationen pro Versuchstier war zwischen den 
Gruppen vergleichbar (Custodiol® 2,8 ± 0,8; Custodiol® N 1,7 ± 0,6; Custodiol®/CsA 2,4 ± 0,9; 
p = 0,325).  
Tab. 22: Parameter der Versuchstiere am Ende der Äquilibrierungsphase 
Gruppe Custodiol® Custodiol® N Custodiol®/CsA p-Wert 
HF [min-1] 107,3 ± 39,0 85,1 ± 18,1 104,4 ± 14,2 0,190 
RRsys [mmHg] 94,9 ± 19,7 95,6 ± 16,3 107,2 ± 20,4 0,775 
RRdias [mmHg] 56,3 ± 14,8 57,0 ± 13,2 61,5 ± 16,3 0,730 
MAD [mmHg] 71,8 ± 15,4 72,1 ± 15,0 78,6 ± 17,4 0,700 
ZVD [mmHg] 10,6 ± 3,4 10,0 ± 1,9 10,1 ± 5,0 0,614 
pH-Wert 7,1 ± 1,0 7,5 ± 0,1 7,1 ± 0,9 0,191 
HZV [L/min] 5,4 ± 1,0 4,6 ± 0,8 5,7 ± 0,7 0,395 
SVRI [dyn×s/cm5] 1090,1 ± 222,1 1283,0 ± 227,7 1345,7 ± 281,8 0,641 
GEDV [mL/m2] 638,9 ± 62,5 604,3 ± 91,4 656,0 ± 54,9 0,999 
dP/dtmax [mmHg/s] 1504,5 ± 339,5 1485,0 ± 360,8 1485,4 ± 256,3 0,122 
dP/dtmin [mmHg/s] -1353,4 ± 350,3 -1170,0 ± 124,5 -1369,4 ± 600,4 0,562 
CsA = Ciclosporin A; dP/dtmax/min = Minimum/Maximum der intraventrikulären 
Druckanstiegsgeschwindigkeit; GEDV = globales enddiastolisches Volumen; HF = Herzfrequenz; HZV 
= Herz-Zeit-Volumen; MAD = mittlerer arterieller Druck; RRsys/dias = systolischer/diastolischer 
Blutdruck; SVRI = systemisch vaskulärer Widerstandsindex; ZVD = zentraler Venendruck. 
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Tab. 23: Parameter der Versuchstiere am Ende der Reperfusionsphase 
Gruppe Custodiol® Custodiol® N Custodiol®/CsA p-Wert 
HF [min-1] 128,7 ± 37,1 106,0 ± 9,3 121,3 ± 23,1 0,236 
RRsys [mmHg] 83,7 ± 11,8 87,7 ± 6,5 86,3 ± 12,4 0,316 
RRdias [mmHg] 45,1 ± 7,7 48,1 ± 6,3 45,4 ± 9,0 0,724 
MAD [mmHg] 60,6 ± 9,6 64,3 ± 5,5 61,6 ± 9,5 0,598 
ZVD [mmHg] 16,1 ± 4,1 15,7 ± 2,3 14,6 ± 2,3 0,951 
pH-Wert 7,4 ± 0,03 7,4 ± 0,1 7,4 ± 0,0 0,675 
HZV [L/min] 5,2 ± 1,6 4,2 ± 1,1 4,7 ± 1,2 0,071 
SVRI [dyn×s/cm5] 933,3 ± 278,6 1114,0 ± 353,2 987,6 ± 365,5 0,096 
GEDV [mL/m2] 578,9 ± 125,2 580,9 ± 149,9 578,9 ± 33,6 0,350 
dP/dtmax [mmHg/s] 2567,8 ± 705,6 1875,0 ± 550,2 2328,3 ± 607,3 0.991 
dP/dtmin [mmHg/s] -1199,3 ± 441,5 -1082,0 ± 132,0 -1265,4 ± 334,5 0,342 
CsA = Ciclosporin A; dP/dtmax/min = Minimum/Maximum der intraventrikulären 
Druckanstiegsgeschwindigkeit; GEDV = globales enddiastolisches Volumen; HF = Herzfrequenz; HZV 
= Herz-Zeit-Volumen; MAD = mittlerer arterieller Druck; RRsys/dias = systolischer/diastolischer 





Die Hb-Konzentration sank zu Beginn der Ischämiephase in allen Gruppen signifikant unter die 
Werte des Ausgangsniveaus (Abb. 6; Custodiol® Äquilibrierung 5,9 ± 0,4 mmol/L vs. Beginn 
Kardioplegie 4,8 ± 0,8 mmol/L, p = 0,004; Custodiol® N Äquilibierung 6,0 ± 0,6 mmol/L vs. 
Beginn Kardioplegie 5,1 ± 0,9 mmol/L, p < 0,001; Custodiol®/CsA Äquilibrierung 
5,9 ± 0,4 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 4,7 ± 0,8 mmol/L, p = 0,008). Bis zum Ende der 
Ischämiephase erreichten die Hb-Konzentrationen aller drei Gruppen wieder das 
Ausgangsniveau. Nach der Reperfusionsphase waren die Werte der Custodiol®-Gruppe 
(4,7 ± 0,8 mmol/L, p < 0,01) und der Custodiol®/CsA-Gruppe (5,1 ± 0,7 mmol/L, p = 0,040) 
erneut niedriger als das Ausgangsniveau. Nur in der Custodiol® N-Gruppe lag bei 
Versuchsende eine konstante Hb-Konzentration vor (6,2 ± 0,7 mmol/L, p = 0,120). 
 
 
Abb. 6: Hämoglobinkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 









































Ein Anstieg der Laktatkonzentration war in allen Gruppen zu verzeichnen, unterschied sich 
jedoch im zeitlichen Verlauf zwischen den Gruppen (Abb. 7). Im Vergleich zu den 
Ausgangswerten zeigte sich in der Custodiol®- und Custodiol®/CsA-Gruppe bereits ab dem 
Beginn der Ischämiephase ein signifikanter Anstieg der Laktat-Konzentration (Custodiol® 
Äquilibrierung 1,1 ± 0,3 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 2,0 ± 0,7 mmol/L, p = 0,003; vs. Ende 
Kardioplegie 3,3 ± 0,7 mmol/L, p < 0,001; vs. 120 min Reperfusion 3,6 ± 1,1 mmol/L, p < 0,001; 
Custodiol®/CsA Äquilibrierung 0,9 ± 0,3 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 1,8 ± 0,3 mmol/L, 
p < 0,001; vs. Ende Kardioplegie 2,9 ± 0,7 mmol/L, p < 0,001; vs. 120 min Reperfusion 
3,3 ± 1,9 mmol/L, p = 0,004. Die Custodiol® N-Gruppe zeigte erst ab dem Ende der 
Ischämiephase signifikant erhöhte Laktatwerte im Vergleich zum Ausgangsniveau 
(Äquilibrierung 1,5 ± 0,6 mmol/L vs. Ende Kardioplegie 3,5 ± 1,1 mmol/L, p = 0,004; vs. 
120 min Reperfusion 3,84 ± 0,8 mmol/L, p < 0,001).  
 
 
Abb. 7: Laktatkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 













































Die Natriumkonzentration lag nach der Äquilibrierungsphase in allen Gruppen im Zielbereich 
zwischen 135 und 145 mmol/L (Abb. 8; Custodiol® 140,4 ± 1,4 mmol/L; Custodiol® N 
141,0 ± 1,0 mmol/L; Custodiol®/CsA 139,8 ± 2,2 mmol/L). Ab der Ischämiephase und der 
damit verbundenen Applikation der Kardioplegielösungen entwickelte sich in allen Gruppen 
eine Hyponatriämie (Custodiol® p = 0,021; Custodiol® N p = 0,008; Custodiol®/CsA p = 0,001), 
die auch nach der Ischämiephase messbar war (Custodiol® 126,8 ± 3,9 mmol/L, p < 0,001; 
Custodiol® N 128,3 ± 4,5 mmol/L, p < 0,001; Custodiol®/CsA 128,5 ± 2,7 mmol/L, p < 0,001) 
und bis zum Ende der Reperfusionsphase in allen Gruppen apparent war (Custodiol® p < 0,001; 
Custodiol® N p < 0,001; Custodiol®/CsA p < 0,001).  
 
 
Abb. 8: Natriumkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 




Die Kaliumkonzentration (Abb. 9; Äquilibrierung Custodiol® 3,9 ± 0,2 mmol/L; Custodiol® N 
3,8 ± 0,2 mmol/L; Custodiol®/CsA 3,9 ± 0,3 mmol/L) stieg zu Beginn der Ischämiephase und 
der damit verbundenen Applikation der jeweiligen Kardioplegielösung in allen Gruppen 
































# # # 




p = 0,006; Custodiol®/CsA 4,6 ± 0,6 mmol/L, p = 0,017). Die Kaliumkonzentration kehrte im 
Versuchsverlauf in keiner Gruppe auf die Werte des jeweiligen Ausgangsniveaus zurück (Ende 
Kardioplegie Custodiol® 5,3 ± 0,4 mmol/L, p < 0,001; Custodiol® N 5,7 ± 0,7 mmol/L, 
p = 0,001; Custodiol®/CsA 5,3 ± 0,3 mmol/L, p < 0,001; 120 min Reperfusion Custodiol® 
5,3 ± 0,7 mmol/L, p < 0,001; Custodiol® N 5,1 ± 0,3 mmol/L, p < 0,001; Custodiol®/CsA 
5,3 ± 0,7 mmol/L, p = 0,001).  
 
 
Abb. 9: Kaliumkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 




Die Calciumkonzentration sank zu Beginn der Ischämiephase in der Custodiol®/CsA-Gruppe 
signifikant ab (Abb. 10; Äquilibrierung 1,4 ± 0,04 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 
1,2 ± 0,1 mmol/L, p = 0,010), in der Custodiol®-Gruppe zeigte sich hierfür ein statistischer 
Trend (Äquilibrierung 1,4 ± 0,0 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 1,3 ± 0,1 mmol/L, p = 0,061). 
Nach der Ischämiephase waren die Werte der Custodiol®-Gruppe wieder mit dem 
Ausgangsniveau vergleichbar. Am Ende der Reperfusionsphase sank die Calciumkonzentration 
in der Custodiol®- und Custodiol®/CsA-Gruppe signifikant unter die Werte des 
Ausgangsniveaus (Custodiol® 120 min Reperfusion 1,2 ± 0,1 mmol/L, p < 0,01; Custodiol®/CsA 
120 min Reperfusion 1,2 ± 0,1 mmol/L, p = 0,001). In der Custodiol® N-Gruppe war die 
Calciumkonzentration über den gesamten Versuchsablauf mit den Ausgangswerten 










































p = 0,039; vs. Ende Kardioplegie 1,3 ± 0,1 mmol/L, p = 0,935; vs. 120 min Reperfusion 
1,3 ± 0,1 mmol/L, p = 0,574). 
 
 
Abb. 10: Calciumkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 




Die Chloridkonzentration sank zu Beginn der Ischämiephase in der Custodiol® N- und in der 
Custodiol®/CsA-Gruppe auf signifikant niedrigere Werte als zu Versuchsbeginn (Abb. 11; 
Custodiol® N Äquilibrierung 102,9 ± 1,9 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 93,7 ± 6,1 mmol/L, 
p = 0,004; Custodiol®/CsA Äquilibrierung 102,5 ± 2,0 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 
94,9 ± 5,3 mmol/L, p = 0,001). In der Custodiol®-Gruppe gab es hierfür einen statistischen 
Trend (Äquilibrierung 100,1 ± 3,8 mmol/L vs. Beginn Kardioplegie 96,0 ± 7,3 mmol/L, 
p = 0,065). Nach dem Ende der Ischämiephase sank die Chloridkonzentration in allen Gruppen 
jeweils signifikant unter das Ausgangsniveau (Custodiol® Ende Kardioplegie p < 0,001 bzw. 
120 min Reperfusion p = 0,002; Custodiol® N Ende Kardioplegie p < 0,001 bzw. 120 min 
Reperfusion p = 0,001; Custodiol®/CsA Ende Kardioplegie p < 0,001 bzw. 120 min Reperfusion 






































Abb. 11: Chloridkonzentration. Analyse im arteriellen Blut der Versuchstiere am Ende der 
Äquilibrierung, zu Beginn und am Ende der Ischämiephase sowie nach 120 min Reperfusion. 
# = p ≤ 0,05 im Vergleich zum Zeitpunkt „Äquilibrierung“. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.5 Histologische Veränderungen 
 
4.5.1 Histologie der Glomeruli 
 
Zur Beurteilung einer möglichen Volumenbelastung der Nieren wurden die Gesamtflächen 
von Kapillarknäueln, Bowman-Kapseln und Glomeruli untersucht. Weiterhin wurde die 
Spaltbreite der Bowman-Kapseln bestimmt, indem die Abstände zwischen Kapillarknäuel und 
Bowman-Kapsel gemessen wurden. Diese Untersuchungen erfolgten an Aufnahmen von 
HE-gefärbten Paraffinschnitten (Abb. 12). 
 
 
Abb. 12: Exemplarische Darstellung von Hämatoxylin-Eosin-gefärbten Glomeruli. 
Vergrößerung 200x. A: Custodiol®-Gruppe; B: Custodiol® N-Gruppe; C: Custodiol®/CsA-






































Im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe zeigten die Custodiol® N- und Custodiol®/CsA-Gruppe 
keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abb. 13). In der Custodiol® N-Gruppe waren 
insgesamt die kleinsten Gesamtflächen von Glomeruli (12297,93 ± 974,43 µm2), Bowman-
Kapsel (4255,32 ± 516,92 µm2) und Kapillarknäuel (8042,62 ± 562,05 µm2) zu finden.  
 
 
Abb. 13: Flächen von Glomeruli, Bowman-Kapseln und Kapillarknäueln. Die Messungen 
erfolgten an Aufnahmen von HE-Färbungen in 200-facher Vergrößerung. Pro Versuchstier 
wurden 20 Glomeruli analysiert. CsA = Ciclosporin A. 
 
Die Spaltbreite zwischen Kapillarknäuel und Bowman-Kapsel (Abb. 14) war zwischen den 
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (Custodiol® 15,2 ± 0,7 µm vs. Custodiol® N 























































Abb. 14: Spaltbreiten zwischen Kapillarknäuel und Bowman-Kapsel. Die Messungen 
erfolgten an Aufnahmen von HE-Färbungen in 200-facher Vergrößerung. Pro Versuchstier 
wurden 20 Glomeruli analysiert. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.5.2 Histologie der proximalen Tubuli 
 
Um eine potentielle ödematöse Veränderung der Nierentubuli durch Effekte wie Elektrolyt-
verschiebungen zu untersuchen, wurden die proximalen Tubuli hinsichtlich ihrer Durchmesser 
und Zellgröße in Aufnahmen HE-gefärbter Paraffinschnitte der Niere beurteilt (Abb. 15).  
 
 
Abb. 15: Exemplarische Darstellung Hämatoxylin-Eosin-gefärbter proximaler Tubuli. 
Vergrößerung 200x. A: Custodiol®-Gruppe; B: Custodiol® N-Gruppe; C: Custodiol®/CsA-
Gruppe. ✽ = proximaler Tubulus. CsA = Ciclosporin A. 
Wie in Abb. 16 dargestellt, waren die proximalen Tubuluszellen der Custodiol®-Gruppe 
(11,6 ± 0,5 µm) signifikant (p = 0,026) größer als in der Custodiol®/CsA-Gruppe 
(10,0 ± 0,4 µm). Die Zellgrößen der Custodiol® N-Gruppe (10,8 ± 0,3 µm) waren mit den 
Werten der Custodiol®-Gruppe vergleichbar. Im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe 































Durchmesser (48,3 ± 1,6 µm; p = 0,051), ebenso die Custodiol®/CsA-Gruppe (48,5 ± 1,6 µm; 
p = 0,071).  
 
 
Abb. 16: Zellhöhe und Durchmesser proximaler Tubuli. Die Messungen erfolgten an 
Aufnahmen von HE-Färbungen in 200-facher Vergrößerung. Pro Versuchstier wurden zehn 
proximale Tubuli mit der Software AxioVision Release 4.8 gemessen. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.6 Translokation des Hypoxie-induzierten Faktors 1a (HIF-1a) 
 
Zur Beurteilung von zellulärem Stress infolge veränderter Sauerstoffbedingungen wurde die 
HIF-1α-Translokation in den Zellkern untersucht. Eine Kernpositivität lag bei rötlich gefärbtem 
Zellkern vor (Abb. 17). 
 
 
Abb. 17: HIF-1α-Translokation in Nephronstrukturen. Exemplarische Darstellung 
verschiedener Nephronstrukturen, in denen der Hypoxie-induzierte Faktor 1a (HIF-1a) 
immunhistochemisch angefärbt wurde. Vergrößerung 200x. A: Custodiol®-Gruppe; B: 
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Abb. 18 zeigt, dass die Custodiol® N- und die Custodiol®/CsA-Gruppe hinsichtlich der HIF-1α-
Translokation mit der Custodiol®-Gruppe vergleichbar waren. Der höchste Anteil an 
Kernpositivität war in allen Gruppen in den proximalen Tubuli nachweisbar (Abb. 18; 
Custodiol® 7,83 ± 3,06%; Custodiol® N 5,92 ± 3,52%; Custodiol®/CsA 6,56 ± 3,19%). 
 
 
Abb. 18: Immunhistochemische Analyse von Hypoxie-induziertem Faktor 1a (HIF-1a). Pro 
Versuchstier wurden 20 Glomeruli und jeweils 10 proximale Tubuli, Intermediärtubuli, distale 
Tubuli und Sammelrohre ausgewertet. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.7 Expression von Nitrotyrosin 
 
Der Nachweis von intrazellulärem Nitrotyrosin als Marker für nitrosativen Stress erfolgte 
durch immunhistochemische Färbung von Nierengewebe (Abb. 19). 
 
 
Abb. 19: Nitrotyrosinexpression in Nierengewebe. Exemplarische Darstellung verschiedener 
Nephronstrukturen, in denen Nitrotyrosin immunhistochemisch angefärbt wurde. 
Vergrößerung 200x. A: Custodiol®-Gruppe; B: Custodiol® N-Gruppe; C: Custodiol®/CsA-
Gruppe. ➝ positiv gefärbte Zellen. 
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Die Expression von Nitrotyrosin war in der Custodiol® N- und der Custodiol®/CsA-Gruppe 
vergleichbar zu der Custodiol®-Gruppe (Abb. 20). Es zeigte sich jedoch ein statistischer Trend 
(p = 0,070) für eine geringere Nitrotyrosinexpression in den Glomeruli der Custodiol® N-
Gruppe. Weiterhin zeigte sich ein statistischer Trend (p = 0,064) für eine erhöhte 
Nitrotyrosinexpression in den Intermediärtubuli der Custodiol® N-Gruppe (100,0 ± 0,0%) im 
Vergleich zur Custodiol®-Gruppe (95,99 ± 1,87%). In den Glomeruli zeigte sich in allen 
Gruppen eine geringgradige Nitrotyrosinexpression (Custodiol® 3,32 ± 0,88%; Custodiol® N 






Abb. 20: Immunhistochemische Analyse der Nitrotyrosinexpression. Pro Versuchstier 
wurden 20 Glomeruli und jeweils 10 proximale Tubuli, Intermediärtubuli, distale Tubuli und 
Sammelrohre ausgewertet. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.8 Quantifizierung von Enzymaktivitäten 
 
4.8.1 Aktivität der NADPH-Oxidase 
 
Die Enzymaktivität der NADPH-Oxidase in den einzelnen Gruppen war vergleichbar zur 
Enzymaktivität in der Custodiol®-Gruppe (Abb. 21; Custodiol® 2,44 ± 0,09 mU/mg vs. 
Custodiol® N 2,49 ± 0,12 mU/mg, p = 0,700; vs. Custodiol®/CsA 2,44 ± 0,06 mU/mg, 
p = 0,967). 
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Abb. 21: NADPH-Oxidase-Aktivität in Nierengewebe. Die Bestimmung erfolgte in 
Nierenzelllysat mittels optischer Absorptionsmessung. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.8.2 Aktivität der Superoxiddismutase 
 
Die Enzymaktivität der Superoxiddismutase in den einzelnen Gruppen waren jeweils 
vergleichbar zur Enzymaktivität in der Custodiol®-Gruppe (Abb. 22; Custodiol® 
194,29 ± 6,98 ∆U/mg, vs. Custodiol® N 209,31 ± 9,33 ∆U/mg, p = 0,209; vs. Custodiol®/CsA 
189,20 ± 7,27 ∆U/mg, p = 0,622). 
 
Abb. 22: Aktivität der Superoxiddismutase in Nierengewebe. Die Bestimmung erfolgte in 



























































4.8.3 Aktivität der Katalase 
 
Hinsichtlich der Enzymaktivität der Katalase waren die Werte der einzelnen Gruppen mit den 
Werten der Custodiol®-Gruppe vergleichbar (Abb. 23; Custodiol® 98,42 ± 13,58 ∆U/mg vs. 
Custodiol® N 121,95 ± 11,45 ∆U/mg, p = 0,223; Custodiol®/CsA 108,90 ± 10,65 ∆U/mg, 
p = 0,547). 
 
 
Abb. 23: Aktivität der Katalase in Nierengewebe. Die Bestimmung erfolgte in 
Nierenzelllysaten mittels optischer Absorptionsmessung. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.9 Quantifizierung von Biomarkern einer Nierenschädigung im Serum  
 
4.9.1 Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL) 
 
Zur Beurteilung einer potentiellen akuten Nierenschädigung wurden die 
Serumkonzentrationen von NGAL mittels ELISA ermittelt (Abb. 24). Die Werte der 
Custodiol®-Gruppe (0,80 ± 0,77 ng/mL) zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede im 
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen (Custodiol® N 0,19 ± 0,14 ng/mL, p = 0,469; 



























Abb. 24: Konzentration von Neutrophilengelatinase-assoziiertem Lipocalin (NGAL). Die 
Bestimmung erfolgte mittels ELISA im Serum der Versuchstiere. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.9.2 Fettsäurebindungsprotein 1 (FABP-1) 
 
Die FABP-1-Serumkonzentration (Abb. 25) in der Custodiol®-Gruppe (11,45 ± 5,78 ng/mL) war 
vergleichbar mit der Serumkonzentration in der Custodiol® N-Gruppe (11,02 ± 6,65 ng/mL, 
p = 0,942) und der Custodiol®/CsA-Gruppe (6,86 ± 2,58 ng/mL, p = 0,429). 
 
Abb. 25: Konzentration von Fettsäurebindungsprotein 1 (FABP-1). Die Bestimmung erfolgte 





















































4.9.3 Cystatin C 
 
Die durch ELISA ermittelte Serumkonzentration von Cystatin C (Abb. 26) lag in der Custodiol®-
Gruppe bei 21,48 ± 2,55 ng/mL und war mit den der anderen Gruppen vergleichbar 
(Custodiol® N 15,83 ± 2,40 ng/mL, p = 0,137; Custodiol®/CsA 21,78 ± 1,67 ng/mL, p = 0,919).  
 
Abb. 26: Konzentration von Cystatin C. Die Bestimmung erfolgte mittels ELISA im Serum der 
Versuchstiere. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.10 Induktion der Caspase-abhängigen Apoptose 
 
4.10.1 Expression von Cytochrom C in Nierengewebe 
 
In der Custodiol®-Gruppe wurde ein Verhältnis von Cytochrom C zu GAPDH von 0,46 ± 0,08 AU 
ermittelt. Im Vergleich dazu waren die Werte der Custodiol® N-Gruppe (0,26 ± 0,04 AU; 
p = 0,039) signifikant niedriger. Die Werte der Custodiol®/CsA- zeigten keine statistisch 































Abb. 27: Repräsentative Western-Blot-Banden von Cytochrom C und GAPDH. Für jede der 
drei Gruppen Custodiol®, Custodiol® N und Custodiol®/CsA sind beispielhaft jeweils drei 




Abb. 28: Expression von Cytochrom C im Nierengewebe im Verhältnis zu GAPDH. Die 
Bestimmung erfolgte in Nierenzelllysat mittels Western Blot. CsA = Ciclosporin A; GAPDH = 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. AU = arbitrary units. 
 
4.10.2 Konzentration von Cytochrom C im Nierengewebe 
 
Die Konzentration von Cytochrom C (Abb. 29) in der Custodiol®-Gruppe 
(14820,5 ± 3381,8 pg/mg) unterschied sich nicht signifikant von den Konzentrationen der 
anderen Gruppen (Custodiol® N 10278,4 ± 2668,6 pg/mg, p = 0,331; Custodiol®/CsA 
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Abb. 29: Konzentration von Cytochrom C. Die Bestimmung erfolgte mittels ELISA im 
Nierengewebe der Versuchstiere. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.11 Induktion der Caspase-unabhängigen Apoptose 
 
4.11.1 Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) 
 
Mithilfe dieser Färbung wurde die Translokation von AIF aus dem Intermembranraum der 
Mitochondrien in den Zellkern untersucht. Diese erfolgt aufgrund einer Zellschädigung und 
löst die Caspase-unabhängige Apoptose aus. Als Kernpositivität wurde eine rote Färbung des 
Zellkerns gewertet (Abb. 30). 
 
 
Abb. 30: AIF-Translokation in Nephronstrukturen. Exemplarische Darstellung verschiedener 
Nephronstrukturen, in denen der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) immunhistochemisch 
angefärbt wurde. Vergrößerung 200x. A: Custodiol®-Gruppe; B: Custodiol® N-Gruppe; C: 
Custodiol®/CsA-Gruppe; ➝ positiv gefärbte Zellkerne. 
 
Die AIF-Translokation in der Custodiol® N-Gruppe und der Custodiol®/CsA-Gruppe war 
vergleichbar zur Custodiol®-Gruppe, beispielsweise in den proximalen Tubuli: Custodiol® 




























p = 0,660). In den Glomeruli kam es zu einer geringen AIF-Translokation (Abb. 31; Custodiol® 
0,01 ± 0,01% vs. Custodiol® N 0,02 ± 0,01%, p = 0,299; vs. Custodiol®/CsA 0,10 ± 0,07%, 
p = 0,236).  
 
 
Abb. 31: Immunhistochemische Analyse der AIF-Translokation. Pro Versuchstier wurden 20 
Glomeruli und jeweils 10 proximale Tubuli, Intermediärtubuli, distale Tubuli und Sammelrohre 
ausgewertet. CsA = Ciclosporin A. 
 
4.11.2 Expression des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) im Nierengewebe 
 
Die AIF-Expression wurde in Nierenzelllysat bestimmt (Abb. 32, Abb. 33). Die Intensitäten der 
einzelnen Gruppen jeweils im Verhältnis zum Referenzprotein GAPDH (Custodiol® N 
2,27 ± 0,20 AU, p = 0,290; Custodiol®/CsA 2,27 ± 0,10 AU, p = 0,105) zeigten im Vergleich mit 
den Werten der Custodiol®-Gruppe (2,04 ± 0,09 AU) keine signifikanten Unterschiede.  
 
 
Abb. 32: Repräsentative Western-Blot-Banden von AIF und GAPDH. Für jede der drei 
Gruppen Custodiol®, Custodiol® N und Custodiol®/CsA sind beispielhaft jeweils drei Banden 
dargestellt. Molekulargewicht der Banden in kDa. AIF = Apoptose-induzierender Faktor; CsA = 
Ciclosporin A; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. 
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Abb. 33: Expression Apoptose-induzierender Faktor (AIF) im Verhältnis zu GAPDH. Die 
Bestimmung erfolte in Nierenzelllysat mittels Western Blot. CsA = Ciclosporin A; GAPDH = 






























5.1 Pathophysiologie der akuten Nierenschädigung im Rahmen von 
herzchirurgischen Eingriffen 
 
Die Pathophysiologie der mit herzchirurgischen Eingriffen assoziierten AKI ist 
multifaktoriell.79,120 Eine wichtige Ursache ist die unphysiologische Endorganperfusion 
während der EKZ. Am Herz kommt es zu einer paradoxen Schädigung sowohl während der 
Ischämie als auch während der Reperfusion – dem sogenannten I/R-Schaden. Dieser betrifft 
vor allem durch hämodynamische Instabilität primär das Herz.79 Weiterhin ist bekannt, dass 
die Hämodynamik einen Einfluss auf die postoperative Nierenfunktion hat. Die Niere reagiert 
sehr sensibel auf hämodynamische Instabilität.79 In der vorliegenden Studie gab es hinsichtlich 
der dokumentierten hämodynamischen Parameter wie Blutdruck und Herzfrequenz keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Daher unterliegen die Ergebnisse dieser 
Studie keiner Verzerrung durch Schwankungen der Hämodynamik zwischen den einzelnen 
Gruppen. 
Der I/R-Schaden, der durch die EKZ primär am Herzen induziert wird, kann zu zellulärem Stress 
und Veränderungen der Sauerstoffbedingungen führen, wodurch es zu Schäden an Organen 
wie der Niere kommen kann. Diese werden zunächst nicht durch Ischämie und Reperfusion 
beeinträchtigt werden, sind jedoch anfällig für Veränderungen der hämodynamischen 
Bedingungen oder für die inflammatorische Antwort, die durch die EKZ ausgelöst wird.121  
Die EKZ bedingt somit zwei Schädigungsmechanismen an peripheren Organen, nämlich 
einerseits die systemischen Effekte der EKZ und andererseits auch den Einfluss der 
eingesetzten Kardioplegielösung selbst. Größere Mengen Kardioplegielösung erreichen den 
systemischen Kreislauf, daher sollte ein Effekt auf Endorgane wie die Niere in Betracht 
gezogen werden.  
Es gibt zahlreiche Studien, die eine mit herzchirurgischen Operationen assoziierte AKI 
hinsichtlich sowohl Pathophysiologie und Diagnostik als auch Therapie und Prävention 
untersuchen.66,68,77,79,85,105,122,123 Die Pathophysiologie der AKI ist in 1.5.3 dargestellt. Es ist 
denkbar, dass durch die Optimierung einer kardioplegischen Lösung der Zustand der Nieren 
entweder indirekt durch Verbesserung der Myokardprotektion oder direkt durch eine 
Verringerung der Nierenschädigung beeinflusst werden kann. Die letztere Option kann man 
als potentielle Nierenprotektion bezeichnen. Daher ist ein möglicher Einfluss der verwendeten 
kardioplegischen Lösung auf die postoperative Nierenfunktion und potentielle 
Nierenschädigung bzw. -protektion ein relevanter Faktor, der in dieser Studie untersucht 
wurde.  
Der Effekt von Custodiol® auf das Endorgan Niere im Vergleich zu Custodiol N und Custodiol 
mit CsA wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals im Großtiermodell anhand eines kardialen 
Ischämie-Reperfusions-Versuchs untersucht.  
Verglichen mit Custodiol® führte die Verwendung der neueren Custodiol® N-Lösung zu einer 
Stabilisierung der Hämoglobin- und Elektrolytkonzentrationen, weiterhin war die Schädigung 
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des Nierengewebes sowie die Apoptose weniger ausgeprägt. Die protektiven Effekte einer 
Custodiol®-Lösung, die mit niedrigdosiertem CsA supplementiert wurde, beschränkten sich 
auf die Stabilisierung der Hb-Konzentration im Vergleich zur Custodiol®-Lösung. Dies kann ein 
Hinweis darauf sein, dass mit Custodiol® N ein stärkerer protektiver Effekt erzielt wurde als 
mit Custodiol®/CsA.  
 
5.2 Evaluation der akuten Nierenschädigung im Rahmen von 
herzchirurgischen Eingriffen durch Transfer in ein Großtiermodell 
 
Für das Studiendesign der vorliegenden Arbeit wurde gezielt ein Großtiermodell gewählt. Ein 
Vorteil des Schweinemodells gegenüber in vitro- oder Kleintiermodellen ist die bessere 
Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. Biochemische und histologische 
Messungen zeigten, dass Schweinemodelle dem Menschen ähnlichere funktionelle, 
histologische und urologische Eigenschaften haben als Nagetiermodelle.124,125 Deshalb wird 
das Schweinemodell für die translationale Forschung bevorzugt und ist diesbezüglich dem 
Kleintiermodell überlegen.125 
Um die Entstehung einer laborchemisch nachweisbaren peripheren Organschädigung nach 
EKZ zu ermöglichen, wurde für die vorliegende Studie eine Ischämiezeit von 90 min und eine 
Reperfusionszeit von 120 min ausgewählt. Ghorbel et al. konnten bereits nach einer 
Ischämiezeit von 70 min eine Nierenschädigung nachweisen, die nach über 90 min noch 
ausgeprägter war.126 Fannelop et al. konnten in einem Schweinemodell bereits nach 60 min 
Aortenklemmzeit Unterschiede in der Troponin-T-Serumkonzentration und beim Herzindex 
zwischen Custodiol® und Blutkardioplegielösung feststellen.127 Veres et al. erhielten bei 
Hunden schon nach einer Reperfusionszeit von 60 min signifikante Ergebnisse: die Custodiol-
N-Gruppe zeigte im Vergleich zur Custodiol-Gruppe einen besseren koronaren Blutfluss, 
höheren myokardialen ATP- und Nitritgehalt und eine geringere 
Myeloperoxidasekonzentration.24 Mishra et al. verzeichneten bereits zwei Stunden nach EKZ 
einen Anstieg von NGAL als AKI-Biomarker.91  
Die Beurteilung der Nierenschädigung nach herzchirurgischen Eingriffen kann durch die 
Quantifizierung von AKI-Biomarkern erfolgen. Das entscheidende Kriterium für AKI-Biomarker 
ist die Eigenschaft, dass sie in den ersten Stunden nach einem schädigenden Ereignis im Serum 
bzw. im Urin zuverlässig ansteigen sollen. Im Rahmen einer AKI kommt es in der Niere zu einer 
Freisetzung von NGAL. Dieser Biomarker kann die Produktion von schädlichen ROS durch 
Eisen-Ionen inhibieren.122 Ein Ansteigen von NGAL kann bereits 3 h nach der Schädigung 
nachgewiesen werden, maximale Konzentrationen werden nach 2 bis 12 h erreicht.91,128 Da 
dieser Marker in allen drei Gruppen exprimiert wurde, in keiner Gruppe jedoch ein 
signifikanter Unterschied zur NGAL-Konzentration in der Custodiol®-Gruppe vorlag, kann man 
davon ausgehen, dass zum Zeitpunkt der Messung das Ausmaß der akuten Nierenschädigung 
in den Gruppen vergleichbar war.  
Ein weiterer Marker für eine AKI ist FABP-1, das in der Niere vor allem in proximalen 
Tubuluszellen vorhanden ist und bei einer Schädigung ansteigt.95,96 In allen Gruppen war 
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FABP-1 nachweisbar, was neben NGAL ein weiterer Hinweis für eine stattgehabte 
Nierenzellschädigung darstellt. Ein Zusammenhang mit einer geringeren Schädigung der 
proximalen Tubuluszellen in der Custodiol® N-Gruppe kann nicht hergestellt werden, da die 
FABP-Konzentration in der Custodiol® N-Gruppe mit der Custodiol®-Gruppe vergleichbar ist.  
Mit Cystatin C wurde ein Biomarker untersucht, der gleichzeitig eine Aussage über die 
Nierenschädigung und die Nierenfunktion zulässt. Cystatin C ist besser geeignet zur 
Einschätzung der GFR als Kreatinin.129 Dies ermöglicht eine Evaluation der aus der 
Nierenschädigung resultierenden Nierenfunktion. Zudem ist die Konzentration von Cystatin C 
mit der Konzentration des C-reaktiven Proteins assoziiert, sodass Cystatin C auch als 
Biomarker für eine Inflammationsreaktion dienen könnte.130 Die übrigen untersuchten 
Parameter sind morphologische bzw. statische Parameter, die zwar das Ausmaß der 
Schädigung, nicht aber die aus der Schädigung resultierende Nierenfunktion beschreiben. Es 
gab keine signifikanten Unterschiede der Konzentration von Cystatin C in den einzelnen 
Gruppen im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe.  
In einer Zusammenschau der Biomarker-Konzentrationen zeichnet sich ein Trend für 
niedrigere Werte von Cystatin C und NGAL in der Custodiol® N-Gruppe im Vergleich zur 
Custodiol®-Gruppe ab. Eine Kombination dieser beiden Biomarker wird von Parikh et al. als 
vielversprechend bezüglich der Sensitivität und Spezifität im Rahmen der AKI-Diagnostik 
bezeichnet.131 Möglicherweise war die Beobachtungsphase dieses Akutversuchs zu kurz, um 
einen signifikanten Unterschied der Nierenschädigungsparameter zwischen den Gruppen 
auszubilden. 
 
5.3 Elektrolyt- und Hämoglobinkonzentrationen im zeitlichen Verlauf 
 
Eine herzchirurgische Operation mit EKZ birgt durch die Infusion der Kardioplegielösung ein 
hohes Risiko für einen Elektrolytverlust.132 Dies war bei Natrium und Chlorid sichtbar, die in 
jeder Gruppe nach der Reperfusion signifikant niedrigere Serumspiegel aufwiesen als in der 
Äquilibrierungsphase. Kim et al. zeigten, dass eine EKZ mit Custodiol® häufig Schwankungen 
der Natriumkonzentration bewirkt.133 Die Natriumkonzentration war in allen Gruppen bereits 
ab der Kardioplegiephase signifikant reduziert. Eine Hyponatriämie und Hypochloridämie 
kann durch Hämodilution ausgelöst werden. Huybregts et al. zeigten, dass eine Hämodilution 
mit einem Hämatokrit unter 24% und ein daraus resultierender Transfusionsbedarf zu einer 
Freisetzung von renalen Schädigungsmarkern führt.88 Dies lässt darauf schließen, dass die 
Hämodilution eine renale Schädigung zur Folge haben kann. 
In allen Gruppen war ein signifikanter Anstieg der Kaliumkonzentration bereits zu Beginn der 
Kardioplegiephase messbar. Dafür könnte der hohe Kaliumgehalt der verschiedenen 
Kardioplegielösungen verantwortlich sein.  
Eine hypoxiebedingte ATP-Defizienz kann zum Anstieg der zytosolischen 
Calciumkonzentration führen. Dadurch wird auch die mitochondriale Calciumkonzentration 
erhöht, was zur Aktivierung zellschädigender Proteasen führt.37 Während die 
Calciumkonzentration in der Custodiol® und Custodiol®/CsA-Gruppe nach der Reperfusion 
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signifikant niedriger war als in der Äquilibrierungsphase, war die Calciumkonzentration in der 
Custodiol® N-Gruppe über den gesamten Versuch hinweg konstant. Ein wichtiger Faktor kann 
hierbei sein, dass Custodiol® N mit einer Calciumkonzentration von 0,020 mmol/L mehr 
Calcium enthält als Custodiol® (0,015 mmol/L).24 Demzufolge führte die veränderte 
Zusammensetzung der Custodiol® N-Lösung zu einem geringeren Absinken der 
Calciumkonzentration und somit zu stabileren Elektrolytkonzentrationen im Blut der 
Versuchstiere. 
Der Einsatz kristalloider Kardioplegielösungen kann zu einer Hämodilution mit verringerter 
Hb-Konzentration und reduziertem Hämatokrit führen.134 Die Hb-Konzentration und der 
Hämatokrit waren direkt nach der Applikation der kristalloiden Lösung signifikant erniedrigt, 
in der Custodiol®-Gruppe kam es nach der EKZ nicht mehr zu einem Anstieg der Werte.134 
Einerseits kann eine niedrige Hb-Konzentration die Sauerstoffversorgung des Gewebes 
verschlechtern, andererseits können eine hohe Hb-Konzentration und ein hoher Hämatokrit 
die Mikrozirkulation und den Gasaustausch im Oxygenator der EKZ behindern.87,135  
Eine EKZ kann zu Hämolyse und dadurch zu ansteigendem freiem Hämoglobin und Eisen 
führen. Dadurch wird die Sauerstofftransportkapazität des Blutes reduziert.66,122 Alle drei 
Gruppen zeigten zu Beginn der Ischämiephase ein Absinken der Hb-Konzentration im 
Vergleich zu den Werten bei Versuchsbeginn. Nach der Reperfusionsphase war die Hb-
Konzentration der Custodiol® N- und der Custodiol®/CsA-Gruppe wieder mit dem 
Ausgangswert vergleichbar, lediglich in der Custodiol®-Gruppe war die Hb-Konzentration 
signifikant erniedrigt. Es ist denkbar, dass in der Custodiol® N-Gruppe Deferoxamin und LK-
614 hier eine Rolle spielten, da die Hb-Konzentration durch den Einsatz von Eisenchelatoren 
ansteigen kann.136 Bei Loganathan et al. führte diese Kombination der Eisenchelatoren zur 
Verringerung von freien intra- und extrazellulären Eisenionen und dadurch zu einer 
niedrigeren Produktion von Hydroxylradikalen und eisenabhängigen ROS.31 Dies führte 
wiederum zu einer verbesserten Myokardprotektion und weniger oxidativem Stress.31  
 
5.4 Hypoxie und Zellschädigung  
 
Eine verringerte Sauerstofftransportkapazität zum Beispiel durch reduzierte Hb-
Konzentrationen oder Hämodilution und eine Minderperfusion der Organe durch Ischämie 
und Reperfusion kann zu hypoxischen Bedingungen im Gewebe führen.66,122,137 Ein geeigneter 
Marker für Hypoxie ist der Transkriptionsfaktor HIF-1a, der zu einer Familie von 
Transkriptionsfaktoren gehört, die auf Hypoxie reagieren und an der Regulation von 
Stoffwechsel, oxidativem Stress und Energieverbrauch beteiligt sind.112 Der 
Hypoxie-induzierte Faktor 1 ist ein Transkriptionsfaktor, der aus einer α- und einer 
β-Untereinheit besteht, die bei normalen Sauerstoffverhältnissen getrennt vorliegen.112 
HIF-1a kontrolliert die metabolische Anpassung der Zellen an eine Hypoxie durch die 
Aktivierung der Transkription verschiedener Gene.138 Während die β-Untereinheit unabhängig 
von der Sauerstoffkonzentration kontinuierlich vorliegt, wird die sauerstoffabhängige 
α-Untereinheit bei ausreichend vorhandenem Sauerstoff zwar in geringen Mengen 
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produziert, jedoch an Prolinresten durch Prolyl-Hydroxylasen hydroxyliert. Dadurch wird die 
Bindung einer E3-Ligase des von-Hippel-Lindau-Proteins ermöglicht. Dies führt zu 
Ubiquitinierung und schließlich zum Abbau im Proteasom. Bei Hypoxie werden die 
Hydroxylasen inhibiert, die α-Untereinheit wird stärker exprimiert und dimerisiert mit der 
β-Untereinheit.110 Es erfolgt eine Translokation in den Zellkern, die Bindung an eine spezifische 
Bindungsstelle der DNA und die Aktivierung der Transkription einer Vielzahl an Genen, unter 
anderem für Erythropoetin, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Exosomen.111 Im 
physiologischen Zustand gibt es Anteile der Niere, in denen ein niedriger 
Sauerstoffpartialdruck vorliegt, wodurch die Niere sehr anfällig für eine Schädigung durch 
Minderperfusion ist.112  
Die Custodiol® N- und die Custodiol®/CsA-Gruppe zeigten in keiner der untersuchten renalen 
Strukturen signifikant unterschiedliche Werte der HIF-1a-Translokation im Vergleich zur 
Custodiol®-Gruppe. Dies lässt eine ähnliche Veränderung der Sauerstoffversorgung in allen 
Gruppen im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe vermuten. Auffällig waren die verhältnismäßig 
hohen Werte in den proximalen Tubuli aller Gruppen. Dies ist dadurch zu erklären, dass in den 
proximalen Tubuli der größte Energieumsatz stattfindet und dieser Teil des Nephrons dadurch 
am anfälligsten für eine Änderung der Sauerstoffversorgung ist.139,140 Die Ergebnisse von 
Conde et al. weisen darauf hin, dass die Expression von HIF-1a sowohl in der Ischämie- als 
auch in der Reperfusionsphase stattfindet und eine wichtige Rolle bei der Erholung der 
Nierenzelle nach ischämischer Schädigung spielt.141 Insgesamt war die HIF-1a-Translokation 
jedoch in allen Gruppen nur gering ausgeprägt und spricht am ehesten für eine geringe 
hypoxische Belastung. Eine renale Minderperfusion während der EKZ oder aber die Hämolyse 
durch die EKZ könnte für diese Hypoxie verantwortlich sein.  
 
Eine durch EKZ ausgelöste Hämolyse kann neben der Freisetzung von Hämoglobin und Eisen 
zur Schädigung von Tubuluszellen führen.66 Außerdem kann eine Störung der Mikrozirkulation 
und eine Inflammationsreaktion zu tubulärer Zellschädigung beitragen.66,79 Diese Schädigung 
zeigt sich in strukturellen Veränderungen wie apikaler Bläschenbildung der Zellmembran und 
der Entstehung eines Zellödems.79 In der vorliegenden Studie wurden Veränderungen der 
proximalen Nierentubuli und der Glomeruli mittels HE-Färbung untersucht. Die proximalen 
Tubuli als Ort der höchsten Stoffwechselleistung im Nephron zeigten in der Custodiol® N- und 
der Custodiol®/CsA-Gruppe einen statistischen Trend für kleinere Durchmesser als in der 
Custodiol®-Gruppe. In der Custodiol® N-Gruppe kann dies ein Hinweis für eine geringere 
tubuläre Schädigung aufgrund der Supplementierung der Kardioplegielösung mit den 
Aminosäuren Alanin, L-Arginin und Glycin sein. Diesen zellprotektiven Effekt zeigten diese 
Aminosäuren an Myozyten durch die Inhibition eines stressinduzierten myokardialen 
Natriumeinstroms, der andernfalls einen Chlorideinstrom und die Bildung hypoxie-induzierter 
Plasmamembranporen auslösen würde.31,37 Außerdem wurde das zelltoxische Histidin, das in 
Custodiol® den Puffer darstellt, in Custodiol® N zum Teil durch N-Acetylhistidin ersetzt.24 
Deshalb könnte die EKZ-bedingte Myokardschädigung durch die Anwendung von Custodiol® N 
im Vergleich zu Custodiol® reduziert werden, was möglicherweise zu einer besseren 
Endorganperfusion und somit zu geringerer Nierenschädigung beiträgt. Andererseits ist es 
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möglich, dass das weniger zelltoxische Custodiol® N auch direkt einen weniger 
nierenzellschädigenden Effekt hat. Die Zellen der proximalen Tubuli in der Custodiol®/CsA-
Gruppe zeigten im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe eine geringere Zellschwellung. Dies 
könnte indirekt durch eine bei Supplementierung von Custodiol® mit CsA bessere 
Myokardprotektion bedingt sein, die Pritzwald-Stegmann et al. zeigen konnten.39 Auffällig war 
die Kohärenz der erhöhten HIF-1a-Translokation in den proximalen Tubuli aller Gruppen und 
die Tendenz kleinerer Durchmesser der proximalen Tubuli in der Custodiol® N- bzw. 
Custodiol®/CsA-Gruppe im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe.  
 
5.5 Oxidativer und nitrosativer Stress 
 
Durch Ischämie, Neurotoxizität oder Inflammation kann oxidativer und nitrosativer Stress 
entstehen, der zu einer erhöhten Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies 
führt.113,114 Diese können von den inadäquaten antioxidativen Mechanismen der Zellen nicht 
effektiv inaktiviert werden, wodurch es zu einer Zellschädigung kommen kann. Durch Stickoxid 
(NO) und Peroxynitrit (ONOO−) erfolgt hierbei die Nitrierung der Aminosäure Tyrosin, wodurch 
Nitrotyrosin entsteht.113,114 Im Rahmen der vorliegenden Studie gab es keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Nitrotyrosinkonzentration in den renalen 
Zellen zu verzeichnen, allerdings wiesen über 90% der Zellen sehr hohe 
Nitrotyrosinkonzentrationen auf. Dies lässt auf einen hohen nitrosativen Stress in allen 
Gruppen schließen. Die Glomeruli aller drei Gruppen zeigten eine auffällig niedrige 
Nitrotyrosinkonzentration von unter 10%. Dies kann dadurch bedingt sein, dass das 
Nierenmark mehr Stickoxid produziert als die Nierenrinde und die Glomeruli sich vor allem in 
der Nierenrinde befinden.142 Auch Thuraisingham et al. stellten eine positive 
Nitrotyrosinanfärbung in immunhistochemischer Färbung von Sammelrohren und distalen 
Tubuli in allen Versuchsgruppen fest, obwohl primär die Anfärbung der proximalen Tubuli bei 
diabetischer Nephropathie untersucht wurde. Dies spricht für eine konstitutive Aktivität einer 
NO-Synthase im juxtaglomerulären Apparat.143  
Eine Schädigung von Mitochondrien durch oxidativen Stress während und nach der EKZ kann 
eine unverhältnismäßige Produktion von ROS auslösen.79 Rauen et al. demonstrierten 
außerdem, dass bei niedrigen Temperaturen die Menge an freiem Eisen ansteigen und 
dadurch eine gesteigerte ROS-Produktion, eine mitochondriale Permeabilitätstransition 
(MPT) und letztendlich der Zelltod ausgelöst werden können.37,79,144 Zusätzlich können freie 
Eisen-Ionen niedrig toxische ROS in hochreaktive ROS wie zum Beispiel Hydroxylradikale 
umwandeln.24,79 Die NADPH-Oxidase, ist an der Entstehung von ROS beteiligt.49 Die Enzyme 
Superoxiddismutase und Katalase tragen zur Zellprotektion bei, indem sie ROS in weniger 
reaktive Produkte umwandeln.145,146 Die Aktivitäten dieser Enzyme waren in den 
Versuchsgruppen vergleichbar. Es ist möglich, dass die Versuchszeit verlängert werden 





Eine Zellschädigung durch die erläuterten Ursachen kann einen Untergang der Zellen durch 
Apoptose zur Folge haben. Apoptose als programmierter Zelltod kann über verschiedene 
Signalwege initiiert werden. Bei einer Zellschädigung kommt es zu einer Ausschüttung von 
Cytochrom C und dadurch zur Aktivierung der Caspase-abhängigen Apoptose.147 Laut Rauen 
et al. kann außerdem eine Wiedererwärmung nach Hypothermie, wie sie auch in dieser 
Versuchsreihe stattgefunden hat, zur Freisetzung von Cytochrom C und zur Aktivierung von 
Caspase 3 führen, was wiederum Apoptose auslösen kann.37,144 Bei den Schweinen der 
Custodiol® N-Gruppe lagen signifikant niedrigere zytosolische Spiegel von Cytochrom C vor als 
bei den Schweinen, die Custodiol® erhielten. Dies könnte auf eine protektive Wirkung von 
Custodiol® N bezüglich der Caspase-abhängigen Apoptose von Nierenzellen hinweisen.  
Auch die Caspase-unabhängige Apoptose wurde untersucht. Der Apoptose-induzierende 
Faktor AIF ist ein Flavoprotein, das in den Mitochondrien gesunder Zellen im 
intermembranösen Raum an der inneren Mitochondrienmembran nachweisbar ist.148 Bei 
einer Zellschädigung wandert Bax, ein Protein der Bcl-2-Familie, in die Mitochondrien und 
induziert eine Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran. Dies führt zur 
Translokation von apoptotischen Proteinen – unter anderem Cytochrom C und AIF – ins 
Zytosol.49 AIF ist somit an der Initiierung der Caspase-unabhängigen Apoptose beteiligt, da es 
in den Zellkern aufgenommen wird, dort akkumuliert und durch die Aktivierung endogener 
Endonukleasen eine DNA-Fragmentation und die Kondensation peripheren Kernchromatins 
auslöst.149 Die immunhistochemische Färbung von AIF zeigte zwar eine Steigerung der 
AIF-Translokation, jedoch keine Unterschiede der einzelnen Gruppen im Vergleich zu 
Custodiol®. In den Glomeruli wurde nur eine geringe AIF-Translokation festgestellt. Dies kann 
dadurch bedingt sein, dass die Glomeruli sich anatomisch nahe an den afferenten Arteriolen 
befinden. Sie sind dadurch besser als andere Nephronstrukturen mit Sauerstoff versorgt und 
am wenigsten anfällig für oxidativen Stress, der zu Apoptose führen würde.137 In allen 
Gruppen war eine AIF-Translokation detektierbar, was dafür spricht, dass eine 
Caspase-unabhängige Apoptose stattfand. Zhang et al. konnten bei der Untersuchung des 
Gehirns erst 6 h nach einer Schädigung einen Anstieg von AIF feststellen.150 Daher ist es 
möglich, dass sich die Rate der AIF-Translokation durch eine Verlängerung der 




In der Custodiol®-Gruppe konnte der Versuch bei einem Tier aufgrund von ventrikulärer 
Asystolie und Rechtsherzversagen nicht abgeschlossen werden. In der Custodiol® N-Gruppe 
waren zwei Tiere betroffen, bei denen Kammerflimmern bzw. ventrikuläre Asystolie und ein 
atrioventrikulärer Block III° auftraten. In der Custodiol®/CsA-Gruppe wurde ein Tier aufgrund 
von atrioventrikulärem Block III° und Asystolie ausgeschlossen. Die Mortalität lag daher in der 
Custodiol®- und Custodiol®/CsA-Gruppe jeweils bei 10%, in der Custodiol® N-Gruppe bei 20%.  
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Eine Mortalität von bis zu 20% pro Gruppe wurde bei der Versuchsplanung einkalkuliert und 
im Rahmen des Tierversuchsantrags genehmigt. Ein Tiermodell unterliegt zudem großer 
biologischer Varianz. Die im zeitlichen Verlauf in jeder Gruppe ansteigenden Laktatspiegel sind 
durch die Hämolyse und Zellschädigung, die mit einer EKZ einhergehen, erklärbar. Im Rahmen 
dieser Studie wurden 20 Wochen alte, gesunde Schweine eingesetzt. Die Vergleichbarkeit mit 
herzchirurgischen Patienten, bei denen häufig bereits multifaktorielle Vorerkrankungen und 
chronische Niereninsuffizienz vorliegen, ist somit kritisch zu bewerten. Im Rahmen der 
vorliegenden Studie wurde auf die Untersuchung des konventionellen 
Nierenretentionsparameters Kreatinin bewusst verzichtet, da dieser eine Latenzzeit aufweist 
und als früher postoperativer Schädigungsmarker weniger gut geeignet ist als Cystatin C.151 Es 
wurden keine Urinproben der Versuchstiere gesammelt. Karim et al. bezeichneten die 
Urinausscheidung als unzuverlässigen Indikator einer Herzchirurgie-assoziierten AKI.74 
Nichtsdestotrotz wäre eine zuverlässigere, frühere Bestimmung von schädigungsbedingten 
Veränderungen und Biomarkern im Urin möglich gewesen. Eine potentielle Korrelation 
zwischen der Konzentration von Cystatin C und der Urinausscheidung ist für zukünftige 
Studien geplant.  
Das eingesetzte Modell lässt keine Aussage über das postoperative Langzeit-Outcome zu. Ein 
chronisches Modell im Hinblick auf die weitere Entwicklung der Nierenfunktion und eine 
potentielle Erholung der Nierenfunktion wäre interessant. Allerdings liegt einer chronischen 
Studie mit einem postoperativen Aufwachen und möglicherweise damit verbundenen 
Schmerzen der Versuchstiere eine ethisch schwierig vertretbare Argumentation zugrunde. Ein 
längeres Überwachen der narkotisierten Versuchstiere im Rahmen einer Akutstudie wäre 
jedoch eine gut umsetzbare Option. Das primäre Ischämie-Reperfusionsprojekt, zunächst 
lediglich zur Evaluation einer Myokardschädigung geplant, wurde um die Untersuchung der 
Niere im Rahmen einer salvage study erweitert. Dies trägt im Sinne des Tierschutzgesetzes zur 
Reduktion der Anzahl der benötigten Versuchstiere bei.  
 
5.8 Fazit und Ausblick 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Modifikation von Custodiol® in Form von 
Custodiol® N positive Effekte auf die Niere im Rahmen von herzchirurgischen Eingriffen haben 
könnte, um die Nierenschädigung zu reduzieren und das Outcome zu verbessern.  
Die Custodiol®/CsA-Kardioplegielösung scheint im Hinblick auf die Niere ähnlich verträglich zu 
sein wie die Custodiol®-Lösung. Pritzwald-Stegmann et al. zeigten, dass Custodiol® mit einer 
niedrigen Dosis CsA (1,2 mg/l) die Öffnung der mPTP inhibiert, aber keine 
immunosuppressiven Effekte hat.39 Ein vermuteter günstiger Einfluss von CsA auf die 
Calciumkonzentration oder die ROS-Produktion konnte in der vorliegenden Studie nicht 
nachgewiesen werden. Auswirkungen einer Nephrotoxizität von CsA konnten jedoch auch 
nicht festgestellt werden, was dafürspricht, dass die eingesetzte niedrige Dosis von CsA die 
erwünschten myokardprotektiven Effekte ohne eine Nierenzellschädigung bewirken kann.  
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Eine gezielte Erweiterung tierexperimenteller Studien um eine längere Nachbeobachtungszeit 
wäre ein sinnvoller Schritt, um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten und eine postoperativ 
entstehende AKI erfassen zu können. Eine ideale Voraussetzung für eine solche Studie würde 
zunächst die retrospektive Analyse von Patienten im perioperativen Verlauf darstellen. Das 
würde die perioperative Erfassung von Retentionsparametern, GFR, Kreatinin und weiteren 
Serumparametern voraussetzen. Dies ist ohne größeren technischen Aufwand und ohne 
zusätzliche invasive Analysemethoden möglich. Ein weiterer wichtiger Aspekt, der auch eine 
AKI beeinflusst, ist der Effekt verschiedener kardioplegischer Lösungen auf eine EKZ-
assoziierte systemische Inflammation, den es noch zu untersuchen gilt. 
Eine vergleichende Untersuchung weiterer kardioplegischer Lösungen, zum Beispiel del-Nido-
Kardioplegielösung, wäre ebenfalls ein interessanter Ansatzpunkt. Diesbezüglich gibt es bisher 
kaum Studien.11 AKI-Marker könnten nicht nur im Serum, sondern ebenfalls im Urin 
quantifiziert werden. Sollte im Vergleich dieser Patienten das deutliche Überwiegen der 
Vorteile einer bestimmten kardioplegischen Lösung festgestellt werden, wäre ein weiteres 
Großtiermodell mit chronischem Studiendesign ein geeignetes Setting zur genaueren 
Untersuchung der Auswirkungen. Der Vorteil einer solchen Studie wäre die Möglichkeit, 
präoperativ Urin, Serum und Nierenbiopsien zu entnehmen, um sie mit intraoperativen und 
postoperativen Proben vergleichen zu können. Außerdem wäre es denkbar, in diesem 
Studiendesign eine Kontrollgruppe mit EKZ, jedoch ohne Kardioplegie zu etablieren, um 
zwischen den Auswirkungen der EKZ und den Auswirkungen der verschiedenen 
kardioplegischen Lösungen differenzieren zu können. In der vorliegenden Studie war die 
Nutzung der Blutspendetiere als Kontrollgruppe, die keine Intervention erfuhr, nicht möglich, 
da kurz nach der Sedierung die Entnahme der Blutspenden erfolgte. Stattdessen fungierte die 
Custodiol-Gruppe stellvertretend als Goldstandard, da diese Kardioplegielösung bereits lange 
Zeit eingesetzt wird und die Sicherheit und Effizienz in experimentellen sowie klinischen 
Studien festgestellt wurden.152 Zusätzlich zu einer Untersuchung der Nieren wäre auch die 
Analyse anderer Endorgane sehr interessant.  
Abschließend lässt sich festhalten, dass weiterhin klinische Studien nötig sind, um eine 
potentielle Nephroprotektion bzw. geringere AKI durch Custodiol® N im Vergleich zu 
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Die akute Nierenschädigung nach herzchirurgischen Eingriffen ist eine häufige und 
schwerwiegende Komplikation.  
Eine Verbesserung der intraoperativen Myokardprotektion und dadurch eine mögliche 
Reduktion der Nierenschädigung kann unter anderem durch die Wahl einer geeigneten 
Kardioplegielösung beeinflusst werden. Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen 
hinsichtlich des Effekts verschiedener eingesetzter Kardioplegielösungen auf die Niere. 
Im Rahmen dieser Studie wurden drei Kardioplegielösungen hinsichtlich des Effekts auf die 
akute Nierenschädigung im kardialen Ischämie-Reperfusions-Modell untersucht. Deutsche 
Landrassenschweine (50-60 kg) wurden nach 40-minütiger Äquilibrierung und medianer 
Sternotomie für 90 min einem elektiven Herzstillstand bei Hypothermie (34°C) ausgesetzt. Es 
erfolgte eine Randomisierung in drei Gruppen zu je 10 Tieren. Zur Initiierung der 
Kardioplegiephase erhielten die Tiere entweder Custodiol®, die neuere Custodiol® N-Lösung 
oder Custodiol® supplementiert mit 1,2 mg/L Ciclosporin A. Nach 120 min Reperfusion 
wurden Serum und Nierenbiopsien entnommen. Über den gesamten Versuchsablauf wurden 
die Versuchstiere mittels hämodynamischen Monitorings und Blutgasanalysen engmaschig 
überwacht. 
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Das Nierengewebe wurde histologisch, immunhisto- und proteinbiochemisch hinsichtlich 
morphologischer Veränderungen, hypoxischem und nitrosativem Stress und Apoptose 
analysiert. In Serum- und Nierenzelllysaten wurden Biomarker der akuten Nierenschädigung 
mittels ELISA quantifiziert. Weiterhin wurde die Aktivität verschiedener Enzyme bestimmt, die 
an der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt sind.  
 
Die hämodynamischen Parameter wie Blutdruck und Herzfrequenz waren in allen drei 
Versuchsgruppen vergleichbar. Die Hämoglobinkonzentration war in allen drei Gruppen nach 
Beginn der Kardioplegie niedriger als zu Versuchsbeginn, kehrte in der Custodiol® N- und 
Custodiol®/Ciclosporin-A-Gruppe jedoch nach der Reperfusion wieder auf das jeweilige 
Ausgangsniveau zurück, während die Konzentration in der Custodiol®-Gruppe bis zum 
Versuchsende niedriger war. In der Custodiol® N-Gruppe kam es später als in den beiden 
anderen Gruppen zu einem Anstieg der Laktatkonzentration. In allen Gruppen war ab der 
Gabe der Kardioplegielösung eine Hyponatriämie und eine Hyperkaliämie zu verzeichnen. Die 
Chloridkonzentration sank in der Custodiol®- und der Custodiol®/Ciclosporin-A-Gruppe ab 
Kardioplegiebeginn, in der Custodiol® N-Gruppe erst nach der Kardioplegiephase. Die 
Calciumkonzentration war in der Custodiol® N-Gruppe den gesamten Versuch über konstant, 
während sie in der Custodiol®- und der Custodiol®/Ciclosporin-A-Gruppe sank. Die 
histologische Untersuchung des Nierengewebes ergab keine Unterschiede zwischen den 
Gruppen hinsichtlich der glomerulären Morphologie, während die Zellgröße der proximalen 
Tubuli in der Custodiol®/Ciclosporin-A-Gruppe kleiner war als in der Custodiol®-Gruppe. Es 
zeigte sich außerdem ein statistischer Trend für kleinere Durchmesser der proximalen Tubuli 
in der Custodiol® N- und Custodiol®/Ciclosporin-A-Gruppe im Vergleich zur Custodiol®-
Gruppe. Hinsichtlich hypoxischer und nitrosativer Effekte gab es keine Unterschiede zwischen 
den Gruppen. Es war jedoch ein statistischer Trend für eine niedrigere 
Nitrotyrosinkonzentration in den Glomeruli bzw. eine höhere Konzentration in den 
Intermediärtubuli der Custodiol® N-Gruppe im Vergleich zur Custodiol®-Gruppe erkennbar. 
Die Enzymaktivitäten der NADPH-Oxidase, der Superoxiddismutase und der Katalase zeigten 
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Gruppen. Auch die Konzentration der 
Biomarker der akuten Nierenschädigung Neutrophilengelatinase-assoziiertes Lipocalin, 
Fettsäurebindungsprotein-1 und Cystatin C waren zwischen den Gruppen vergleichbar. Der 
bezüglich der Caspase-unabhängigen Apoptose quantifizierte Apoptose-induzierende Faktor 
zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen auf, während die Konzentration des an der 
Caspase-abhängigen Apoptose beteiligten Cytochrom C in der Custodiol® N-Gruppe signifikant 
niedriger war als in der Custodiol®-Gruppe.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen vergleichbare Effekte der drei untersuchten 
Kardioplegielösungen. Es ist möglich, dass im Rahmen einer akuten Nierenschädigung bei 
herzchirurgischen Eingriffen die Herzfunktion und die daraus resultierende 
Endorganperfusion die entscheidenden Faktoren darstellen. Es gibt jedoch Hinweise dafür, 
dass im Vergleich zu Custodiol® die neue Custodiol® N-Lösung bzw. die Supplementierung von 
Custodiol® mit Ciclosporin A bessere Auswirkungen auf die Myokardprotektion und dadurch 
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Tab. 24: Merkmale der proximalen Tubuli 
Histologische Struktur Gruppe Mittelwert ± Standardfehler [µm] 
Durchmesser proximale Tubuli Custodiol® 52,3 ± 1,1 
Custodiol® N 48,30 ± 1,63 
Custodiol®/CsA 48,54 ± 1,59 
Zellhöhe proximale Tubuli Custodiol® 11,59 ± 0,47 
Custodiol® N 10,77 ± 0,30 
Custodiol®/CsA 10,04 ± 0,43 
CsA = Ciclosporin A 
 
Tab. 25: Merkmale von Glomeruli und Bowman-Kapseln 
Histologische Struktur Gruppe Mittelwert ± Standardfehler [µm2] 
Gesamtfläche Glomeruli Custodiol® 13704,77 ± 486,49 
Custodiol® N 12297,93 ± 974,43 
Custodiol®/CsA 14010,18 ± 1407,10 
Gesamtfläche Kapillarknäuel Custodiol® 8785,64 ± 354,80 
Custodiol® N 8042,62 ± 562,05 
Custodiol®/CsA 8909,58 ± 917,86 
Gesamtfläche Bowman-Kapseln Custodiol® 4919,13 ± 263,07 
Custodiol® N 4255,32 ± 516,92 




Custodiol® 15,17 ± 0,72 
Custodiol® N 14,63 ± 1,38 
Custodiol®/CsA 16,30 ± 0,97 
CsA = Ciclosporin A 
 
Tab. 26: AIF-positive Zellkerne in immunhistochemischer Färbung 
Histologische Struktur Gruppe Mittelwert ± Standardfehler [%] 
Glomeruli Custodiol® 0,01 ± 0,01 
Custodiol® N 0,02 ± 0,01 
Custodiol®/CsA 0,1 ± 0,07 
proximale Tubuli Custodiol® 8,28 ± 2,01 
Custodiol® N 5,28 ± 1,25 
Custodiol®/CsA 9,83 ± 2,83 
Intermediärtubuli Custodiol® 6,04 ± 2,73 
Custodiol® N 2,57 ± 1,33 
Custodiol®/CsA 3,76 ± 1,31 
distale Tubuli Custodiol® 12,70 ± 2,62 
Custodiol® N 11,30 ± 3,45 
Custodiol®/CsA 9,48 ± 2,30 
Sammelrohre Custodiol® 5,73 ± 1,78 
Custodiol® N 2,87 ± 0,71 
Custodiol®/CsA 4,54 ± 1,13 
CsA = Ciclosporin A 
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Tab. 27: HIF-1a-positive Zellkerne in immunhistochemischer Färbung 
Histologische Struktur Gruppe Mittelwert ± Standardfehler [%] 
Glomeruli Custodiol® 0,63 ± 0,15 
Custodiol® N 0,34 ± 0,13 
Custodiol®/CsA 1,10 ± 0,48 
proximale Tubuli Custodiol® 7,83 ± 3,06 
Custodiol® N 5,92 ± 3,52 
Custodiol®/CsA 6,56 ± 3,19 
Intermediärtubuli Custodiol® 0,09 ± 0,09 
Custodiol® N 0,06 ± 0,06 
Custodiol®/CsA 0,06 ± 0,06 
distale Tubuli Custodiol® 0,00 
Custodiol® N 0,00 
Custodiol®/CsA 0,22 ± 0,22 
Sammelrohre Custodiol® 0,11 ± 0,11 
Custodiol® N 0,00 
Custodiol®/CsA 0,23 ± 0,17 
CsA = Ciclosporin A 
 
Tab. 28: Nitrotyrosin-positive Zellen in immunhistochemischer Färbung 
Histologische Struktur Gruppe Mittelwert ± Standardfehler [%] 
Glomeruli Custodiol® 3,32 ± 0,88 
Custodiol® N 1,46 ± 0,20 
Custodiol®/CsA 4,30 ± 2,12 
proximale Tubuli Custodiol® 97,52 ± 1,76 
Custodiol® N 99,73 ± 0,27 
Custodiol®/CsA 98,61 ± 0,62 
Intermediärtubuli Custodiol® 95,99 ± 1,87 
Custodiol® N 100,00 ± 0,00 
Custodiol®/CsA 93,29 ± 5,02 
distale Tubuli Custodiol® 96,38 ± 1,80 
Custodiol® N 99,11 ± 0,56 
Custodiol®/CsA 92,46 ± 3,91 
Sammelrohre Custodiol® 96,06 ± 1,30 
Custodiol® N 91,43 ± 4,87 
Custodiol®/CsA 88,22 ± 4,37 





















Custodiol® 6,3 ± 0,5 5,4 ± 0,9 0,043* 6,5 ± 0,4 0,471 5,4 ± 0,7 0,019* 
Custodiol® N 6,1 ± 0,3 4,3 ± 0,5 <0,001* 6,0 ± 0,7 0,485 5,5 ± 0,9 0,115 
Custodiol® 
/CsA 
5,8 ±0,4 4,9 ± 0,9 0,007* 5,7 ± 0,9 0,494 5,2 ± 1,0 0,071 
Laktat Custodiol® 1,1 ± 0,3 2,0 ± 0,7 0,003* 3,3 ± 0,7 <0,001* 3,6 ± 1,1 <0,001* 
Custodiol® N 1,5 ± 0,6 1,8 ± 0,2 0,197 3,5 ± 1,1 0,004* 3,8 ± 0,8 <0,001* 
Custodiol® 
/CsA 
0,9 ± 0,3 1,8 ± 0,3 <0,001* 2,9 ± 0,7 <0,001* 3,3 ± 1,9 0,002* 
Natrium Custodiol® 140,4 ± 1,4 131,2 ± 9,7 0,021* 126,8 ± 3,9 <0,001* 129,0 ± 2,7 <0,001* 
Custodiol® N 141,0 ± 1,0 128,3 ± 8,6 0,008* 128,3 ± 4,5 <0,001* 130,9 ± 3,6 <0,001* 
Custodiol® 
/CsA 
139,8 ± 2,2 127,4 ± 9,1 <0,001* 128,5 ± 2,7 <0,001* 129,2 ± 5,3 <0,001* 
Kalium Custodiol® 3,9 ± 0,2 4,2 ± 0,4 0,054* 5,3 ± 0,4 <0,001* 5,3 ± 0,7 <0,001* 
Custodiol® N 3,8 ± 0,2 4,5 ± 0,6 0,006* 5,7 ± 0,7 <0,001* 5,1 ± 0,3 <0,001* 
Custodiol® 
/CsA 
3,9 ± 0,3 4,6 ± 0,6 0,017* 5,3 ± 0,3 <0,001* 5,3 ± 0,7 <0,001* 
Calcium Custodiol® 1,4 ± 0,0 1,3 ± 0,1 0,055 1,4 ± 0,1 0,257 1,2 ± 0,1 0,006* 
Custodiol® N 1,3 ± 0,1 1,3 ± 0,0 0,039* 1,3 ± 0,1 0,935 1,3 ± 0,1 0,574 
Custodiol® 
/CsA 
1,4 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,003* 1,4 ± 0,1 0,728 1,3 ± 0,1 0,007* 
Chlorid Custodiol® 100,1 ± 3,8 96,0 ± 7,3 0,065 92,3 ± 3,6 <0,001* 95,0 ± 2,9 0,002* 
Custodiol® N 102,9 ± 1,9 93,7 ± 6,1 0,004* 92,0 ± 3,8 <0,001* 94,9 ± 3,3 <0,001* 
Custodiol® 
/CsA 
102,5 ± 2,0 94,9 ± 5,3 <0,001* 93,5 ± 2,3 <0,001* 96,8 ± 5,2 0,010* 




Abb. 34: Vollständige Proteinbanden Western Blot Apoptose-induzierender Faktor. Die 
Messung erfolgte an Nierenzelllysaten. Die charakteristische AIF-Bande befindet sich bei 
62 kDa. Zur Orientierung wurde der Proteinmarker IV verwendet. Die Auftragung erfolgte 
verblindet. Die Werte der Calafiore- und Blutspende-Gruppe fanden keinen Eingang in die 
Auswertungen dieser Studie. 1 = Custodiol®, 2 = Custodiol® N, 3 = Custodiol®/CsA, 4 = 
Calafiore, 5 = Blutspendetiere. AIF = Apoptose-induzierender Faktor. 
 
Abb. 35: Vollständige Proteinbanden Western Blot Cytochrom C. Die Messung erfolgte an 
Nierenzelllysaten. Die charakteristische Bande von Cytochrom C befindet sich bei 15 kDa. Zur 
Orientierung wurde der Proteinmarker IV verwendet. Die Auftragung erfolgte verblindet. Die 
Werte der Calafiore- und Blutspende-Gruppe fanden keinen Eingang in die Auswertungen 
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